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Avec la Planche IV, 


Découyert par Leyaditi dans le sang d'un padda (Padda ory- 
stvora) acheté a Paris, ce trypanosome a été décrit par Laveran 
et Mesnil qui lui ont donné le nom de Trypanosoma padde *. 
Ce parasite, ainsi que le font remarquer ces auteurs, est rare 
chez le padda ; 'un d’eux ayant examiné un trés grand nombre 
de ces oiseaux au cours des études qu'il a faites sur les Hadlté- 
ridium et ne Vayant jamais rencontré. 


MORPHOLOGIE DE TRYPANOSOMA PADD DANS LE SANG DES OISEAUX 


Trypanosoma padde mesure 30 4 40 » de long sur 5 p a7 ue 
de large. Il est fusiforme et se termine 4 sa partie antérieure 
par un flagelle trés court; le corps est tres effilé en avant, le 
protoplasma accompagnant le flagelle presque jusqu a son extré- 
mité libre. La partie postérieure est également trés effilée, elle 
est comparable & Vextrémité antérieure par sa finesse, si bien 
qu’en dehors de la constatation de la présence du flagelle et 
de la membrane ondulante, ilest difficile de distinguer les extré- 
mités lune de l’autre. 

Le corps du parasite montre quelques fines granulations et 


de légéres stries longitudinales. Le noyau, situé a la partie 


4, Laveran et Mesnit, Trypanosomes et Trypanosomiases. Paris, 1904. 
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moyenne, renferme des granulations chromatiques assez volumi- 
neuses. Ces granulations sont plus abondantes & la périphérie, 
il s’ensuit que le noyau présente dans cette région une teinte 
plus foncée qui va en se dégradantinsensiblement vers le centre 
qui est plus clair, : : 
En avant et en arriére du noyau, on observe, mais seule- 
ment dans les préparations colorées d’une fagon peu intense, 
2 espaces clairs, & contours mal définis, ayant la forme de mé- 
nisques enserrantle karyosome, L’espace clair postérieur s étend 
. souvent du cdté du centrosome vers lequel il semble envoyer 
une sorte de prolongement. Ces espaces clairs ne constituent pas 
des vacuoles, ce sont des parties protoplasmiques peu chromo- 
philes. 

Le centrosome est-gros, arrondi, il se colore d'une fagon 
trés intense en violet foncé. Il est situé & peu présa mi-distance 
du noyau et de l’extrémité postérieure, quelquefois il est plus 
‘rapproché du noyau. 

La membrane ondulante est mince et le flagelle qui la 
borde ne présente qu'une trés petite portion de libre, 1». 5 a 
6 p. 

Le noyau, la membrane ondulante et le flagelle sont diffiei- 
lement colorables par les méthodes ordinaires. on obtient néan- 
moins des résultats satisfaisants en colorant par la méthode de 
Laveran, a l’étuve a paraffine & 53°, 54°. 

Multiplication. — Les formes de multiplication ne s’obser- 
vent que chez les oiseaux trés infeetés. La division est longitu- 
dinale, presque toujours binaire, il n'y a jamais de division 
multiple. Le parasite se divise le plus ordinairement en deux 

parties égales ; quelquefois, mais plus rarement, il se reproduit 
par division inégale. 

Au début, le centrosome s’¢largit et prend Vaspect fusiforme 
en méme temps la base du flagelle s’épaissit. Elle présente a ce 
stade l’aspect dune dilatation piriforme et semble quelquefois 
séparée du centrosome par un petit espace clair (pl. TV, fig. 2). 
Plus tard le flagelle commence a se diviser, en méme temps 
quil se produit une segmentation du centrosome et du noyau 
(pl. IV. fig. 3). La division s’accentuant, on observe la division 
égale (pl. 1V, fig. 4) ou la division inégale (pl. IV, fig. 5). - 

Dans cette derniére figure, on voit trés nettement l’extré- 
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mité libre du flagelle du plus petit parasite émerger en dehors 
de la membrane ondulante du parasite primitif. 

On observe quelquefois dans la multiplication de Trypano- 
soma padde des irrégularités : ¢’est ainsi que nous avons pu 
observer des formes de division égale, dans, lesquelles on trou- 
yait 2 centrosomes, 1 flagelle divisé presque jusqu’’ son extré- 
mité et 1 noyau unique, dont la segmentation n était pas encore 
commencée. 

M, Laveran a aussi observé des formes de division renfer- 
mant 3 noyaux. 

Agglutination. Rosaces. — On peut, dans le sang des oiseaux 
trés infectés, provoquer, par laddition dune goutte de sang 
dun oiseau chez lequel Vinfection est guérie, ou trés ancienne 
et trés atténuée, la formation de rosaces.. semblables a celles 
qui ont été observées par Laveran et Mesnil dans la trypano- 
somiase du rat. Ces rosaces sont formées de trypanosomes réu- 
nis par leur extrémité postérieure; les flagelles restant libres 
et mobiles & la périphérie. Le sérum des paddas neufs n’est pas 
agglutinant. 

L’agglutination peut aussi se produire naturellement, sans 
addition de sang doiseau précédemment infecté, et nous avons 
fréquemment observé chez des paddas, dont le sang contenait 
de trés grandes quantités de parasites, le phéneméne de l’auto- 
agglutination signalé par Francis et par Laveran et Mesnil pour 
Trypanosoma Lewise'. 

Nous n’avons pas remarqué, comme ces auteurs, que ce 
phénoméne précédat de quelques jours la disparition complete 
des parasites dans le sang des oiseaux; mais il faut considérer 
que Trypanosoma padde ne disparait jamais rapidement. chez 
les oiseaux, on le retrouve encore aprés 3 et 4 mois. Il nousa 
cependant semblé que. lorsqu’on observait le phénoméene de 
Vauto-agglutination, le nombre des parasites diminuait plus 
rapidement que dans d’autres cas. 

Résistance du parasite dans le sang citraté. — Trypano- 
soma padde ne vit que peu de temps dans le sang mélangé ade 
Veau ‘citratée & 1 0/0; a la glaciére, & 22° ou a 35°, il meurt 
en 30 heures alors qu’il se conserve trés longtemps dans les 


1. Laveran et Mesnit, loc. cit. 
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cultures. L’eau citratée semble étre un milieu peu favorable au 
parasite. 


ey 
CULTURES 


Le milieu que nous avons employé pour obtenir des cultures 
de Trypanosoma padde est un milieu analogue a celui qui a 
été indiqué par Novy et Mac Neal pour la culture de Trypano- 
soma Lewist. 

A de la gélose nutritive ordinaire contenant Senicied une 
proportion double d’agar et ainsi composée : 


Macération de viande.. 41.000 grammes. 
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nous ajoutons, avant refroidissement. vers 40°, une quantité 
égale ou 1 volume 1/2 de sang doie soigneusement défibriné. 
Les tubes sont inclinés et on les laisse sécher, inclinés, 24 heures 
a la température du laboratoire. On les munit ensuite de capu- 
chons de caoutchouc et on les met a l’étuve & 37° dans la posi- 
tion verticale. Au bout de 24 heures on peut ensemencer le 
sang du padda recueilli purement dans le ccour, dans eau de 
condensation qui s’est rassemblée dans le fond du tube. 

Nous avons essayé tout d’abord dun milieu au sang de 
pigeon préparé de la méme fagon. Dans ce milieu, Trypano- 
soma padde est resté mobile pendant 9 jours, mais il ne s’est 
pas développé. 

Dans l'eau de condensation de la gélose au sang oie, 
Trypanosoma padde commence a’ se multiplier au bout de 8 & 
9 jours, quelquefois la culture est plus longue & se développer. 
Elle devient abondante entre le 12° et le 15¢ jour. On commence 
a ce moment & y rencontrer. de nombreuses formes d involu- 
tion. Les trypanosomes conservent leur mobilité pendant plus 
de 40 jours dans ces cultures. 

Nous avons obtenu 3 passages successifs par réensemence- 
ment dune parcelle de la culture précédente au moyen d'un fil 
de platine, et la quantité trés minime des trypanosomes réen- 
semencés de cette fagon, nous permettrait d’assurer quil y a 
réellement culture et non conseryation. des trypanosomes, si les 
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formes de division que nous avons observées n’étaient pas suf- 
fisantes pour démontrer quil y a réellement reproduction tras 
actives 


MORPHOLOGIE DE TRYPANOSOMA PADDE DANS LES CULTURES 


lo Examen aUétat frais. — Dans les cultures jeunes, les 
trypanosomes examinés & l'état frais entre lame et lamelle ou 
en goutte suspendue, se montrent comme des corps fusiformes, 
transparents et plus ou moins granuleux. 

Ils présentent quelquefois des taches trés réfringentes, bien 
délimitées, qui figurent le noyau. Leur extrémité antérieure est 
munie d'un flagelle souvent deux fois plus long que leurcorps. 
On nobserve pas de traces de la membrane ondulante. 

A coté de formes vermiculaires trés étroites mesurant 2 
peine 1» 5 de large (fig. 1), on retrouve des formes beaucoup 
plus larges mesurant jusqu’a 4 wv (fig. 2). 

Ces derniéres sont assez fréquemment munies de 2 flagelles 
et Yon observe souvent a leur intérieur 2 espaces trés réfrin- 
gents figurant 2 noyaux (fig. 3). 

Dautres fois on remarque des formes géantes atteignant le 
double de la longueur des formes moyennes et souvent en voie 
de division (fig. 4). 

Dans les vieilles cultures, et déja aprés 15 jours, on observe, 
en dehors de ces formes, de nombreuses formes d involution 
et ’on peut y retrouver tous les degrés du passage de état 
fusiformeal’état sphérique. 

Le parasite se renfle d’abord 4 son extrémité antérieure, au 
niveau de la base du flagelle et il prend l’aspect d’un hochet 
enfant (fig. 5). 

Quelquefois, il subsiste une petite dilatation a Pextrémité 
postérieure du corps aminci du trypanosome qui peut alors offrir 
la forme Whaltéres (fig. 6). La partie postérieure peut se déta- 
cher, nous croyons quil y a l& un phénoméne d’involution 
et non une reproduction par segmentation transversale. Dani- 
lewsky ‘, qui, nous le pensons comme Laveran et Mesnil*, a 
vraisemblablement obtenu en 1889 de véritables cultures, a 

4. Danmewsky, Nouvelles recherches sur les parasites du sang des oiseaux. 


Karkoff, 1889. 
2, Laveran et Mesnit, loc. cit. 


Trypanosoma padde@ examine di Vétat frais dans les eultures. 


1 et 2. Formes Herpetomonas. — 3. Forme de’ division. — 4 Forme géante en 
voie de division. — 5, 6 et 7. Formes en hochet ou en halteres. — 8, 9, 10 et 14. 
Formes arrondies. — 42, 43 et 1%. Dilatation du flagelle. — 45, Aspect moru- 


laire. (Grossissement, 2,000 diam. environ.) 


“TRYPANOSOMA PADDAG 74 


signalé, dans des formes d’involution du trypanosome des gre- 
nouilles, la séparation par étranglement graduel de corps sphé- 
riques plus ou moins gros qui semblent bien correspondre & ceux 
que nous avons observés et quwil areprésentés dans la planche 3, 
figure 75 de son mémoire. 

Dans dautres cas, ’extrémité postérieure du parasite s’amin- 
cit de plus en plus (fig. 7), et elle arrive méme & se résorber,, 
le trypanosome offrant alors l'aspect piriforme ou arrondi 
(fig. 8.9.10, 11) 

Les formes rondes, comme les formes en hochet, peuvent se 
diviser et présenter 2 flagelles. 

Les parasites arrondis et quelquefois les parasites fusiformes 
peuvent. principalement dans les cultures trés agées, offrir l’as- 
pect morulaire (amas de petites sphéres trés réfringentes, de 
dimensions & peu prés égales, et ressemblant beaucoup aux 
grosses granulations d’un leucocyte: éosinophile) (fig. 15). 
Nous pensons que cette segmentation du protoplasma du para- 
site représente peut-étre le début dun enkystement et l’appari- 
tion de formes de résistance. Cette opinion semble corroborée 
par ce fait que les Herpetomonas, trés voisins des trypano- 
somes et surtout de leurs formes de cultures, possédent des 
formes de résistance analogues !. 

On observe souvent enfin chez les trypanosomes provenant 
de cultures, soit dans la continuité du flagelle, soit & son extré- 
mité, une dilatation qui. d’abord trés réfringente, devient assez 
rapidement granuleuse (fig. 12, 13, 14); 

Les dimensions de Trypanosoma padde dans les cultures 
sont un peu plus petites que celles quil présente dans le sang 
des oiseaux. les formes longues mesurent en effet de 12a 30% 
de long sur 1» 54 5ude large; les dimensions moyennes, les 
plus communes, étant de 20 » de long sur 3 pv de large, 

Les formes rondes mesurent de 6 & 15 p de diamétre. 

2° Examen des préparations colorées. — Ces préparations 
sont assez délicates a obtenir. en effet les liquides de culture 
sont bien moins facilement colorables que le sang. Suivant les 
conseils de M. Laveran, nous sommes arrivés 4 obtenir de 
bonnes préparations en étalant le liquide de culture en couche 
trés mince au moyen de la tranche d’une carte de visite. Les 

4. Prowazex, Arb. a. d. Kais. Gesundheitsamte, t. XX, f. 3, 1904, p. 440. 
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préparations doivent étre soigneusement fixées al’alcool absolu- 

Nous avons employé, pour la coloration, le procédé de Lave- 
ran 4 l’éosine-bleu Borrel, tannin. Aprés coloration, le proto- 
plasma des parasites provenant des cultures apparait teité en 
bleu d’une facgon inégale et comme marbrée; il renferme des 
granulations quelquefois assez volumineuses. Le noyau et le fla- 
gelle se colorent en violet-lilas et le centrosome en violet foncé. 

En examinant les préparations faites de la fagon que nous. 
venons Windiquer, on est immédiatement frappé de l’aspect par- 
ticulier des formes longues, dans lesquelles le noyau est, le plus. 
souvent, trés rapproché de l’extrémité antérieure. Le centrosome 
est situé entre le noyau et cette extrémité antérieure, et fré- 
quemment accolé au. noyau. Il marque le point de départ d'un 
flagelle libre sur presque toute son étendue et souvent trés long. 

En somme, le centrosome s’est déplacé dans le nouveau para- 
site que nous retrouvons dans les cultures, de postérieur, il est 
devenu antérieur, entrainant avec lui le flagelle. Centrosome et 
flagelle -semblent avoir glissé le long du corps du trypanosome 
comme les deux régles d’un vernier glissent l'une sur l'autre, la 
membrane ondulante étant par conséquent supprimée et le 
flagelle libéré sur une étendue égale & sa longueur. 

Le voisinage de ’extrémité antérieure et du noyau, ainsi que 
la situation du centrosome, toujours placé entre les deux, don- 
nent au parasite un aspect qui le rapproche plutot des Herpeto- 
monas que des trypanosomes (pl. LV, fig. 6 et 7). 

Les formes normales et les formes d’involution sont celles. 
que nous avons décrites en parlant de lexamen & [état frais. 
Dans les parasites arrondis, comme dans les parasites fusiformes, 
le centrosome est toujours situé entre le noyau et lextrémité 
antérieure du cété du flagelle (pl. IV, fig. 6, 7, 8,9, 10 et 141). 

Les formes & grosses granulations se montrent composées de 
sphéres incolorables, serrées les unes contre les autres, entre 
lesquelles on apergoit le protoplasma coloré en bleu et de grosses. 
granulations chromatiques. Ces formes ne renferment pas de 
noyau figuré distinct, le noyau semble avoir éclaté etavoir semé 
ses débris dans toute Pétendue du parasite (pl. LV, fig. 21). Peut- 
étre peut-on assimiler ces débris nucléaires & ce que les auteurs. 
Allemands, & la suite de R. Hertwig '; ont Sige des chromidies. 

1. R. Herrwic. Arch. f. Protistenkunde, t. I, 1902, p- 
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L’éclatement nucléaire semble préeéder la division protoplasmi- 
que et on peut observer des parasites sans noyaux, renfermant 
des granulations chromatiques en grand nombre et ne présen- 
tant pas encore de division protoplasmique apparente (pl. IV, 
fig. 20). Nous avons dit plus haut que ces formes, particulitre- 
ment communes dans les cultures trés anciennes nous parais- 
saient étre des formes de résistance. 

La petite sphére que l'on observe quelquefois sur le trajet du 
flagelle ou & son extrémité, et que nous avons signalée d’apres. 
Vexamen a l’état frais. se colore en violet lilas comme le fla- 
gelle, dont elle représente une simple dilatation, on n’y observe 
pas de différenciation (pl. IV, fig. 12). 

Multiplication dans les cultures. — Dans les cultures de 
Trypanosoma padde, \esformes longues, comme les formes d’in- 
volution, se divisent longitudinalement par 2 oupar 4, nous n’a- 
vons jamais observé de division impaire ni de formes de divi- 
sion multiple. Le plus souvent le noyau se segmente le premier 
(pl. IV. fig. 12. 16 et 18). cependant ce n’est pas une régle abso- 
lue et lon observe fréquemment des parasites présentant deux 
flagelles complétement séparés et un seul noyau, et quelquefois 
méme un seul centrosome (pl. IV, fig. 15). Nous avons pu voir 
également un parasite muni de quatre flagelles et de quatre 
centrosomes, et possédant un noyau unique et non segmenté 
(pl. IV, fig. 19). 

Agglutination dans les cultures. — Rosaces.— Lorsqu’a une 
culture de Trypanosoma padde, on ajoute une goutte du sang 
d’un oiseau guéri del infection ou d’un oiseau depuis longtemps 
infecté et ne présentant plus que de rares parasites dans son 
sang, l’agglutination spécifique se produit et, au bout de 5a 15 
minutes, tous les trypanosomes sont réunis en rosaces, avec 
leurs flagelles tournés vers lextérieur. Le sérum des paddas 
neufs nest pas agglutinant. 

Le phénoméne de l'auto-agglutination que nous avons signalé 
dans le sang des oiseaux trés infectés se retrouve dans les 
cultures. Les rosaces n'y sont pas rares, elles sont formées 
soit d’éléments ronds, soit d’éléments fusiformes, et souvent les 
deux y sont mélangés, elles ont ceci de particulier, que les 
flagelles sont toujours tournés du cété de la périphérie. 

La question de la disposition des rosaces semble ayoir une 
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certaine importance, elle pourrait peut-étre dans certains cass 
permettre la différenciation de déux trypanosomes voisins, d’a- 
pros Schaudinn'. les trypanosomes issus des formes Haltere- 
dium sagglutineraient avec leur flagelle tourné vers le centre, 
au contraire les trypanosomes issus de Hemameba Ziemannt 
s agelutineraient avee leur flagelle tourné vers lextérieur. 

D’autre part. Novy et Mac Neal? signalent que dans les 
cultures quils ont obtenues de Trypanosoma avium (Danilew- 
sky) ce trypanosome présente les deux formes dagelutination. 

La différence dans la disposition des rosaces, nous fournira 
plus loin un des caractéres de différenciation de 7’ rypanosoma 
padde Vavee Trypanosoma avium, aussi nous avons cru devoir 
jnsister sur ce point. 


INOCULATIONS AUX ANIMAUX 


I. Inoculations aux paddas. — Les trypanosomes des 
oiseaux actuellement connusn’avaient jamais été réinoculés posi- 
tivement jusqu’a l'année derniére, inoculation du Trypanosoma 
padde fut done le premier fait dinoculation expérimentale 
d'un trypanosome aux oiseaux. Depuis. Novy et Mac Neal’, 
ont réussi & réinoculer & des serins Trypanosoma avium. 

D’ailleurs, les premiers essais dinoculation sont toujours 
laborieux et, lorsqu’on se sert @animaux naturellement infee- 
tés, ou qu’on utilise des animaux inoculés depuis trés long- 
lemps, le parasite semble réfractaire aux passages, il parait ne 
pas pulluler dans le sang a la suite des injections intravei- 
neuse, et lors des premiéres inoculations intrapéritonéales posi- 
lives, Vineubation est d’au moins 412 jours. 

Nous sommes néanmoins arrivés, aprés plusieurs échees, & 
infecter des paddas par inoculation sous-cutanée, par inocula- 
lion intramusculaire dans les pectoraux, par inoculation intra- 
veineuse et par injection intrapéritonéale. Ce dernier mode 
Winoculation, ainsi que Vont déja constaté Laveran et Mesnil 
pour d'autres trypanosomes, est le meilleur et le plur sar. Lors- 
que le parasite est habitué aux passages, il apparait en général 

1. Fritz Scuaupinn. Generations und Wirtswechsel bei trypanosoma und spiro- 
chete. Arb. a. d. Kais. Gesundheitsamte, t. XX, f. 3, 1904, p. 387-439. 


2. Novy et Mac Neau. Trypanosomes and bird Malaria. American medicine, 
vol. VIII, ne 22, 26 nov. 1904. 
3. Novy et Mac Neat, loc. cit. 
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dans le sang trés rapidement aprés injection intrapéritonéale 
(12 heures) ;, nous. avons cependant observé dans ces conditions 
des incubations longues pouvant aller jusqu’d 18 jours 

A la suite de Vinjection intraveineuse, les parasites né sem- 
blent pas se multiplier et on retrouve & peu prés les trypano- 
somes injectés. 

Liinoculation sous-cutanée donne des résultats moins rapi- 
des que inoculation intrapéritonéale, et Vinfection ne ‘se pro- 
duit pas avant 12 jours. Aprés inoculation intra-musculaire Vin- 
fection se produit un peu plus vite que dans le cas d’injection 
sous-culanée (9 jours). 

Lintensité del infection est variable et aucune régle ne semble 
pouvoir étre élablie permettant d’obtenir une infection plus ou 
moins grave. dl arrive que chezcertains oiseaux infectés expé- 
rimentalement, on trouve un parasite par préparation tous les 
deux ou trois jours et que les examens restent négatifs les jours 
mtermeédiaires. D’autres fois on obtient des infections trés inten- 
ses dans lesquelles les parasites sont aussi nombreux que les 
hématies. Dans ces conditions les oiseaux meurent le plus sou- 
vent; il y a done une action pathogéne indubitable du: trypa- 
nosome dans cerlains cas et cest le premier exe mple dun 
trypanosome d oiseau pathogéne. 

Dans les cas d'infection moyenne. aprés une incubation 
variable, mais qui est généralement courte. le nombre des 
parasites augmente progressivement pendant une période va- 
riant de 9 & 15 jours, puis il diminue et linfection reste station- 
maire quelquefois pendant plus 40 jours. Le nombre des para- 
sites décroit ensuite insensiblement et Vinfection peut rester 
Jatente pendant 2 ou 3 mois. les trypanosomes étant trés rares 
(on en rencontre un tous les 15 jours). 

La trés longue durée de cette infection latente rend impos- 
sible l'étude de Vimmunité conférée par une premiere atteinte, 
ear on ne peut jamais certifier qu un oiseauest véritablement guért. 

Lorsque linfection a été intense et assez prolongée on ob- 
serve fréquemment & Vautopsie des oiseaux une hypertrophic 
considérable de la rate. La rate et la moelle des os des 
animaux atteints renferment des parasites en assez grand 
nombre. mais ils ne nous ont pas paru y étre beaucoup plus 
abondants que dans le sang. 
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Tous les paddas sont a divers degrés sensibles & Vinocula- 
tion intra-péritonéale de Trypanosoma padde. Apres avoir triom- 
phé des premieres difficultés du début, nous sommes en_ effet 
arrivés & inoculer positivement tous: les paddas, trés nombreux, 
qui ont servi & nos expériences. Il arrive qu'un padda qui s est 
montré une premiere fois réfractaire est inoculé positivement 
dans la suite. 

Il. Inoculations a d'autres oiseaux. — Nous avons réussi & 
infecter par inoculation intra-péritonéale les oiseaux des espéces. 
suivantes : 

1° Serin méridional, Serinus meridionalis, vulg. : serin 
vert. Cette espéce semble plus sensible que la suivante et nous 
avons obtenu chez Serinus meridionalis des infections graves. 
avec parasites aussi nombreux que les hématies. Les oiseaux 
trés infectés meurent le plus souvent, ils sontméme moinsrésis- 
tants que les paddas. Chez les serinsla période aigué de Vinfec- 
tion semble étre d’une durée moindre que chez ces derniers, par 
contrela période chronique, pendant laquelle les trypanosomes 
sont trés rares, semble pouvoir chez eux se prolonger plus long- 
temps, 4 a 5 mois. 

Nous avons réussi également & infecter : 

2° Serin des Canaries. Serinus Canarius, vulg.:canari. 2 
inoculés positivement sur 4; 

3° Sénégali nain, Lagonosticta minima, vulg. : Amarante. 
1 inoculé positivement, légére infection durant 6 jours ; 

4° Bengali cordon bleu, Mariposa phenicotis. 1 inoculé 
positivement, infection légére, mort accidentellement en cours. 
infection; 

5° Astrild cendré, Estredda cinerea, vulg.: bee de corail. 
3 inoculés positivement, infections peu intenses, quoique de lon- 
gue durée, 

Les oiseaux des espéces suivantes se sont montrés réfractaires : 

1° Oie, 2 inoculées par injection intrapéritonéale et par 
injection intraveineuse de Lc. ¢. 5 desang de padda trés riche en 
trypanosomes. Résultat négatif contrdlé par la recherche des 
parasites aprés centrifugation du sang citraté. 

Les résultats obtenus par Schilling! vérifiés par Mesnil (iné- 


4. Scnrttuine (Togo). Ueber die Tsetse Krankheit oder Nagana. Arb. a. d. Kais.. 
Gesundheitsamte, t. XVI, 1904, p. 476-536. 
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dit), dans inoculation 4 Voie du trypanosome du Nagana, ren- 
daient cette expérience fort intéressante. L’immunité des oies 
vis-a-vis du Trypanosoma padde démontre en outre que ces 
trypanosomes peuvent se développer sur des milieux artificiels 
renfermant du sang d’espéces réfractaires : 

2° Pigeons. 5 inoculés dans le péritoine et 2 par voie intravei- 
neuse. Résultat négatif; 

3° Pinson ordinaire. Fringilla ceelebs, 2 inoculés dans le 
péritoine. Résultat négatif ; 

4° Moineau domestique. Passer domesticus, 2 inoculés dans 
le péritome. Résultat négatif ; 

_ 5° Bruant jaune. Emberisa citrinel/a. 1 inoculé dans le péri- 
toine. Résultat négatif ; 

6° Pytéhe & poitrine dorée. Pytelia subflava, vulg.; ventre 
orange, 4 inoculé dans le péritoine. Résultat négatif. 

Inoculation a @autres espéces animales. — Le rat, la sou- 
ris et Ja grenouille se sont également montrés réfractaires. 

De ces expériences d'inoculation on peut déduire un fait inté- 
ressant, & savoir que non seulement un méme trypanosome 
peut infecter plusieurs espéces d’oiseaux, mais encore qu'une 
méme espéce d’oiseaux peut étre infectée par des trypanosomes 
différents. C'est ainsi que le serin, sensible & Vinoculation de 
Trypanosoma padde, peut également, d’aprés Novy et. Mac 
Neal' étre infecté par Trypanosoma avium. 

De méme, Trypanosoma padde peut étre inoculé aux 
oiseaux du genre Estrelda que Dutton et Todd? ont trouvés 
naturellement infectés par le trypanosome quils ont décrit sous 
le nom de Trypanosoma Johnstone. (Dutton et Todd, 1903.) 

Inoculation des cultures. — Les cultures du Trypanosoma 
padde se réinoculent facilement, et nous avons pu infecter 
des paddas par injection intrapéritonéale de premiéres et de 
deuxiémes cultures. L’infection se produit au bout de 414 a 
18 jours, elle est toujours bénigne ; on rencontre trés peu de 
parasites dans le sang (1 & 2 par préparation). Ces parasites ne 
différent en rien de ceux que l’on inocule directement de padda 
a padda. 

4. Novy et Mac Neat, loc. cit. 


2. Durron et Toop, First report on the trypanosomiasis eapedition to Sene- 
gambia (1902), Liverpool School of Tropical medicine, mém. XI. 
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DIFFERENCIATION DE TRYPANOSOMA PADD# D AVEC LES AUTRES ESPECES DE. 
TRYPANOSOMES QUE L’ON RENCONTRE CHEZ LES OISEAUX. 


Trypanosoma padde se différencie nettement des autres 
especes que l’on rencontre chez les oiseaux. 


ll différe de Trypanosoma avium (Danilewsky, Laveran 


emend') par ses dimensions ; il est, en effet, trés légérement 
plus court et un peu plus large. Les espaces clairs quis obser- 
vent de chaque coté de son noyau et, surtout, son flagelle trés 
court dans sa partie libre, permettent de le distinguer facile- 
ment. ' 

D’autre part, Danilewsky? signale, chez Trypanosoma 
avium, un mode de reproduction par segmentation multiple ; 
or, pas plus dans le sang que dans les cultures de Trypanosoma 
padde, nous n’avons rencontré de formes de division en un 
nombre de parasites supérieur a 4. 

Enfin, Novy et Mac Neal? ont observé, dans les cultures de 
Trypanosoma avium quwils ont obtenues, tantot des rosaces 
dans lesquelles les parasites avaient leur flagelle tourné a Vexté- 
rieur, tantét des rosaces dans lesquelles les parasites avaient 
leur flagelle tourné vers lintérieur. Dans les cultures de Trypa- 
nosoma padde, on ne retrouve que des rosaces avec flagelles 
tournés vers l’extérieur. ' 

Trypanosoma padde se distingue également de Trypano- 
soma Johnstone (Dutton et Todd, Gambie, 1903.). Ce dernier 
parasite, presque filiforme et ressemblant & un véritable spirille, 
présente des caractéres morphologiques trés particuliers qui ne 
permettent pas de le confondre avec d'autres trypanosomes. Sa 
longueur (86 & 38 ») est supérieure a celle de Trypanosoma 
padde, alors que sa largeur (1 v.48 1 v6) est bien inférieure. 
D’autre part, lamembrane ondulante de Trypanosoma Johnstont 
est tres peu développée, alors que celle de Trypanosoma padde 
est assez large. 

Le second Trypanosome de Gambie (Dutton et Todd, 1903) * 
se distingue de Trypanosoma padde@ par ses dimensions, ainsi 


1. Lavenan, Sur un trypanosome dune chouetle. Soc. de Biol., 2 mai 1903. 
2, DANILEWSKY, loc. cit. 

3. Novy et Mac Neat, loc. cit. 

t. Durron et Topp, loc. cit. 
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que par l’étendue de son flagelle libre, qui mesure 10d t2 he 

Le Trypanosome du pigeon, déerit par Hanna', est un peu 
plus long que Trypanosoma padde, il présente une vacuole 
claire entourant son centrosome. C’est cependant celui qui se 
rapproche le plus du trypanosome du padda; il pourrait peut- 
étre, aussi, en étre différencié par ce fait que Trypanosoma 
nadde nest pas inoculable au pigeon, quoiqu’on puisse nous 
objecter que nos expériences ont été faites avec des pigeons 
d'Europe. despéces peut-étre différentes de celles qui ont été 
étudiées par Hanna dans l’Inde. 

Le Trypanosome du corbeau, observé dans Inde par Ross 
et signalé par Hanna® se différencie de Trypanosoma padde 
par ses dimensions ; il est beaucoup plus long et plus mince, et 
mesure 40.456 p de long sur3 8448 de large. 

Nous devons & l’amabilité de M. Mesnil de pouvoir ajouter 
a cette énumération des trypanosomes des oiseaux un trypano- 
some non encore décrit, observé dans le sang du milan de 
VInde (Milvus govinda) par Donovan. D’aprés les préparations 
envoyées par ce savant observateur, le Trypanosome du milan 
mesure 34 vu de long sur 3a 3 u.5 de large ; il est done un peu 
plus long et, surtout, beaucoup plus étroit que Trypanosoma 
padde. Son centrosome est situé trés prés, & une distance 
de 5 vw seulement, de son extrémité postérieure, et enfin son 
flagelle bre qui mesure 16 », est beaucoup plus long que celui 
de Trypanosoma padde, 

Le tableau suivant, dont une partie nous est fournie par le 
livre de Laveran et Mesnil, Trypanosomes et Trypanosomiases, 
nous permet de mettre en paralléle les dimensions des diffé- 
rentes espéces de trypanosomes des oiseaux. 

En terminant: étude comparative des différents trypano- 
somes des oiseaux, nous remarquons qu’en dehors des caractéres 
morphologiques, on commence & pouvoir s’appuyer, pour la 
différenciation, sur des caractéres de cultures (caractéres diffé- 
rentiels des rosaces) et sur des caractéres de réceptivité des 
animaux. (Immunité du pigeon pour 7rypanosoma padde, pour- 
tant trés voisin, morphologiquement, du Trypanosome du 
pigeon.) 

Aet 2. Hanna, Trypanosoma in bird in India. Quart. journ. of micr. Sc.,t. XLVIE, 
décemb. 1903. : ‘ 
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Ces caractéres permettront, & notre avis, de rapprocher la 
méthode de travail, en ce qui concerne les trypanosomes, des 
méthodes bactériologiques, et de mieux différencier les espéces. 


L INFECTION DU PADDA ORYZIVORA PAR LE TRYPANOSOMA PADDEH 
N'A PAS DE RAPPORT AVEC L INFECTION DE CET OISEAU 
AVEC L HALTERIDIUM DANILEWSKY: 


Au cours de nos expériences sur Trypanosoma padde, 
nous avions été frappé de la fréquence, chez les paddas inoculés, 
-@une infection double par les trypanosomes et les Halterzdium. 

Kn présence des faits rapportés par Schaudinn *‘, au sujet des 
hématozoaires del’A thene noctua,vérifiées par Ed. et Et. Sergent:, 
‘en présence des expériences de Billet* au sujet de certains 
hématozoaires de la grenouille verte, et de celles de Brumpt ¢ 
sur les hémogrégarines de lEmys leprosa, nous nous sommes 


4. Scuaupinn, loc. cit. 
2. Kp. et Kv. Sercunr. Evolution des hématozoaires de l'Athene noctua, d’apres 
peel ss CG. R. Soc. Biol., 1904, p. 164. 
Bitter, Sur le Trypanosoma imopinatum de la grenouille verte d’Algérie et 
sa relation possible avec les Drepanidium. C. R. Soe. Biol., 1904, p. 161, 164, et 
Acad. Sciences, 19 oct. 1904. 
Brumpr, Contribution & étude de l’évolution des hémogrégarines et des 
WR Mags es CG. R. Soc. Biol., p. 165-167. 
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demandé s'il n’y avait pas une relation entre le Trypanosoma 
padde et VHalteridium Danilewskyi, et si, en injectant des 
trypanosomes, on narriyerait pas & provoquer apparition, 
dans le sang des paddas, de formes @halteridium qui ny pré- 
existaient pas. 

Les paddas. chez lesquels linfection naturelle par le trypa- 
nosome est fort rare, sont trés souvent parasités par lhalte- 
ridium, et cela d’une facon trés inégale ; certains de ces oiseaux 
nont que trés peu de parasites endoglobulaires, et il pourrait 
arriver que l'on ne s'apercit de leur présence qu’aprés linocu- 
lation du trypanosome, ce qui pourrait conduire & des déductions 
erronées, et amener a penser que, dans Vorganisme du padda, 
des trypanosomes ont pu engendrer ces parasites endoglo- 
bulaires. 

Nous basant sur ce fait que les serins, qui sont sensibles a 
Vinoculation de Trypanosoma padde, sont exempts d’hémato- 
zoaires endoglobulaires.,.et cela @autant mieux qu ils sont élevés 
en cage, et moins exposés a Vinfection que les oiseaux vivant a 
l'état de liberté. nous avons inoculé un certain nombre de serins. 

Serins inoculés 


Serins imoculés Serins inoculés avec 
avec avec du sang de serin 
du sang de padda du sang de padda contenant 
contenant contenant des trypanosomes 
des trypanosomes — des trypanosomes et pas 
sans et des @hématozoaires 
halteridiums. halteridiums. endoglobulaires. Total. 
a 2 5) 42 


Les douze serins inoculés avec du sang de padda contenant des 
trypanosomes seuls ou mélangés Whaltéridiums, ou inoculés 
avec du sang de serin ne contenant que des trypanosomes, ont 
tous contracté une infection & trypanosomes et n’ont jamais 
présenté d’hématozoaires endoglobulaires. Ces oiseaux sont en 
observation depuis deux mois au moins. 

L’expérience a été faite, d’autre part, sur des paddas dont 
le sang avait été soigneusement examiné a plusieurs reprises 


avant linoculation. 
Paddas infectés 


Paddas inoculés Paddas inoculés d’halteridiums 
avec avec inoculés 
du sang de padda du sang de padda avec du sang 
contenant contenant de padda 
des trypanosomes des trypanosomes contenant des 
sans et des trypanosomes eee 
halteridiums. halteridiums. sans halteridiums. Total. 
4 5 3 42 
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Les résultats de cette seconde série d’expériences confirment 
pleinement les précédents ; en effet, sur les douze paddas inoculés 
avec du sang ne contenant que des trypanosomes ou renfermant 
des trypanosomes et des haltéridiums, lés oiseaux chez lesquels 
des haltéridiums avaient été notés comme préexistants ont seuls 
présenté ces hématozoaires endoglobulaires. 

De ces expériences, nous pensons pouvoir conclure que 
lorsqu’on rencontre, chez un méme padda, Trypanosoma 
padde et Halteridium Danilewskyr, les deux parasites ont, 
dans ’organisme du padda, une évolution parfaitement distincte 
et quil y a réellement double infection, 

Novy et Mac Neal? sont arrivés aux mémes conclusions en 
ce qui concerne la relation de Trypanosoma avium et de 
divers hématozoaires endoglobulaires des oiseaux. 


a 

Kn terminant, nous tenons a exprimer notre profonde recon- 
naissance a notre maitre, M. Laveran, qui a bien voulu nous 
guider et a toujours témoigné le plus vif intérét pour nos 
recherches. 

Nous remercions aussi bien cordialement M. Mesnil. qui‘a 
bien voulu s‘intéresser & nos travaux et nous aider de ses pré- 
cieux conseils, . 


1. Novy et Mac Neat, loc. cit. 
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Explication de la Planche IV. 


Ll. — Trypanosoma padde dans le sang des oiseaux ¢ 
1. Forme normale avec espaces clairs de chaque coté du noyau. 
2. Epaississement de la base du flagelle. 
3-4, Division binaire égale. 
5. Division binaire inégale. 


iL. — Trypanosoma padde dans les cultures : 
6-7-8. Formes Herpetomonas les plus communes dans les cultures jeunes. 
9. Forme en hochet. 
- 40-41. Formes arrondies. 
12. Dilatation de l’extrémité libre du flagelle. 
43-44-15-16-17. Division binaire. 
48-49. Division en quatre. 
20. Eclatement nucléaire. 
24. Aspect morulaire. 


Grossissement : 1,500 diam. environ. 


CONTRIBUTION 


A Etude des Hémolysines naturelles 


Par G. MIONI. 


Assistant au laboratoire de Physiologie de l'Université de Genéve. 


Les hémolysines appartiennent & la catégorie des lysines 
cellulaires dont le mécanisme d'action a été assez bien éclairei, 
surtout par les travaux de ces derméres années. 

On peut distinguer deux espéces d’hémolysines : les natu- 
relles, qui existent dans le sérum de beaucoup d’animaux neufs. 
cest-a-dire n’ayant subi aucun traitement spécial, et les artifi- 
cielles, qui se forment dans lorganisme des animaux auxquels 
on injecte des globules rouges d’espéce différente. 

Les hémolysines naturelles étaient déja connues depuis les 
travaux sur la transfusion du sang (Ponfik, 1874 - Landois.1875). 
Nous les trouvons dans le sérum de presque tous les animaux. 
Leur action destructive n'est pas spécifique et elle varie dinten- 
sité, pour un méme sérum, avec l’espéce globulaire sur laquelle 
on le fait agir. 

Ainsi, par exemple. les sérums de boeuf, de mouton, de 
pore, contiennent tous des hémolysines contre les globules de 
cobaye, de lapin, de rat. ete.; mais le pouvoir hémolytique varie 
suivant les globules qu'on emploie. Le trayail le plus étendu sur 
cette influence réciproque entre les sérums et les globules hété- 
rogénes est celui de London '. Cet auteur a porté ses observa- 
tions sur 8 espéces animales; il a établi le degré d’énergie 
hémolytique que les sérums de ces différentes espéces mani- 
festent vis-a-vis des globules hétérogénes. 


4. Lonvon. Contribution a étude des hémolysines, Archives de St-Péterse 
ourg, A901, p. 285. 
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Découvertes par Bordet (1898), & la suite des expériences 
de Belfanti et Carbone sur la toxicité du sérum des animaux 
injectés de sang d’espéce étrangdre, les hémolysines artificielles 
ont été étudiées depuis par un grand nombre d’observateurs. 
Bordet, appliquantaux globules rouges les connaissances acquises 
sur les actions bactéricides, a montré que laction spécifique 
exercée sur les globules par le sérum des animaux préparés, 
est due en réalité & 2 substances: Valexine et la sensibilisatrice. 

Par leurs expériences, Ehrlich et Morgenroth furent con- 
duits aux mémes conclusions que Bordet, et ils purent appliquer 
en outre aux sérum d’animaux neufs la notion des deux sub- 
stances; mais, pour désigner les deux constituants de ’hémo- 
lysine, ils emploient une terminologie différente; ils appellent 
« complément» ou «addiment » Valexine, Jmmunkdrper ou 
Zwischenkdrper la substance sensibilisatrice. 

Les hémolysines artificielles agissent beaucoup plus énergi- 
quement que les hémolysimes naturelles; cela est dt a la pro- 
prieté sensibilisatrice qui est considérablement moins accusée. 
en méme temps que beaucoup moins spécifique, chez les ani- 
maux neuts. 

Ordinairement peu actives, les sensibilisatrices normales 
sont, chez certains animaux et vis-a-vis de certains éléments, 
assez puissantes pour qu'on puisse les déceler facilement. 

Néanmoins, il y a une grande différence, comme nous ver= 
rons plus loin. 

Ces faits fondamentaux sont bien établis; mais les auteurs 
ne sont pas d’aceord sur plusieurs questions. Les points  sui- 
vants sont encore sujets & discussion : 

Existe-t-il un rapport, constant ou variable, entre la quantité 
@hémolysine et la quantité des globules dissous? Dans quelles 
proportions les sensibilisatrices et les alexines se trouvent-elles 
dans les sérums neufs? 

Comment doivent-elles se combiner pour produire un effet 
donné ? 

Jai cherché & résoudre ces problémes en étudiant les hémo- 
lysines naturelles qui, aisément, se trouvent a notre disposition ; 
jai Ctudié surtout les caractéres généraux de leur hémo-sen- 


sibilisatrice. 
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Tas 


METHODE 


Pour pouvoir étudier les hémolysines des sérums neufs et 
les rapports qui existent entre l’hémo-sensibilisatrice naturelle 
et Palexine, j’ai cherché a établirune méthode permettant d’éva- 
luer le pouvoir hémolytique d’une fagon aussi exacte que pos- 
sible. 

Avant d’exposer cette méthode, je passerai rapidement en 
revue celles qui ont été employées jusqu’’ présent par les diffé- 
rents auteurs. 


METHODES PRECEDENTES 


Plusieurs auteurs ont déja essayé de doser le pouvoir hémolytique des 
liquides de l’organisme en suivant des méthodes différentes. Dans toutes ces 
méthodes les chiffres obtenus ne représentaient que des valeurs relatives. 

. Carré et Vallée, Falloise?, etc., se bornaient 4 distinguer une hémolyse- 
forte, faible ou moyenne d’aprés la coloration du mélange. 

Nolf® se base sur la plus grande dilution du-sérum produisant encore 
une action hémolytique en laissant le mélange pendant 2 heures 4 l’étuve. 

London * prenden outre en considération la quantité minima de sérum 
nécessaire pour obtenir ’hémolyse complete d’une quantité donnée de glo- 
bules en.laissant le mélange 4l’étuve pendant un quart d’heure ou une demi-- 
heure. I] désigne le pouvoir hémolytique (vis haemolytica) par une formule 
empirique. 

Madsen 5, pour évaluer le pouvoir destructif dune lysine, détermine la 
quantité relative Vhémoglobine dissoute ; cette détermination se fait d’aprés 
la méthode colorimétrique dev. Fleisch, 

Goussew ® aussi aemployé dansses recherches ’hémomeétre de Fleisch et 
ensuite le spectrophotométre de Glan; il fait agir une quantité donnée de 
sérum sur un excés de globules a dissoudre. 

Melkikh et Kaliapine 7 ont calculéla quantité des alexines et des immu- 


4.Carné Ev VaLibe, Sur les substances toxiques des sérums normaux, Comptes 
rendus de la Société de Biologie, 1902, page 176. 

2. Fauuoise, Sur l’existence del’alexine hémolytique dans le plasma sanguin. 
Bull. de UAcad. Roy. de Belgique, 1903, p.524. 

_3. Notr, Contribution & l'étude des sérumsantihématiques, Ces Annales, 1900. 
p- 297. 

“hk, Lonpvon, Loe. cit., page 84. 

_5. Mapsen, Zettschrift fiir Hygiene, XXXII, p. 214, 1899. 

6. Goussew, Rousskt Vracht (le Médecin Russe), 9, I, 1902. 

7. Mevernky er KAniapine, Contribution 2 Pétude des alexines dans la fiévre- 
récurrente, Rousski Vracht, 1903, p. 1205. 
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nisines dans la fiévre récurrente d’aprés le degré d’hémolyse obtenue, mul+ 
tiplié par le degré de dilution des sérums employés. 

_ Toutes ces méthodes donnent des valeurs qu’on ne peut pas comparer 
entre elles, 


METHODE PERSONNELLE ' 
Le dosage de la quantité totale d@hémoglobine mise en liberté par une 
quantité donnée de sérum est la seule maniére qui nous permet de calculer 
exactement la richesse de ce sérum en hémolysine, Mais il faut prendre une 
série de précautions sans lesquelles les résultats ne restent pas constants et 
‘comparables. Des essais trés nombreux m’ont montré qu'il est nécessaire 
dobserver les régles suivantes : | 

A une quantité donnée de liquide hémolytique on ajoute une égale quan- 
tité de réactif globulaire?. On place les éprouvettes 4 |’étuve, 4 la tempéra- 
ture de 370-389 et on lesagite pendant toute la durée de l’expérience, ll nest 

“pas indifférent de laisser les éprouvettes tranquilles ou de les agiter; car, en 
agitant, on évite que les globules se déposent au fond de l’éprouvette, et on 
“maintient Je mélange uniforme, 

Les éprouvettes sont maintenues & l’étuve pendant 45’ 260’. On centrifuge 
ensuite le mélange, on décante le liquide qui renferme en solution lhémo- 
globine et on dose ceile-ci au moyen de l’hémométre de Fleisch-Miescher. 

Si Péchantillon du liquide qu’on examine aune intensité de couleur supé- 
rieure au maximum de l’échelle Fleisch, il faut naturellement le diluer. 

La chambre de l’appareil Fleisch a une capacité de 1 c. ¢.5; nous avons 
donc immédiatement un chiffre qui nous représente en unitésdel hémométre 
la quantité d’hemoglobine qui se trouve dans 4c. c. 5 de notre échantillon, 

Au moyen dun calcul assez simple, j’ai ¢tabli un rapport entre l’échelle 
colorimétrique de l'appareilde Fleisch et la quantité totale, en poids, d’oxy- 
hémoglobine dissoute. En effet, 1 mgr. d’oxyhémoglobine dissoute en 1c.¢.5 
deau distillée (capacité de la chambre de l'appareil Fleisch) donne une colo- 
‘ration correspondant au chiffre 105 de l’échelle colorimétrique. Il suffit done 
de diviser par 105 le nombre des unités obtenues & l'hémométre pour avoir 
la quantité d’hémoglobine en milligrammes. En connaissant ainsi Ja quantité 
@hémoglobine contenue dans 1 c. ce, 5 de liquide, il ne reste plus qu’a caleu- 


1. Un résumé de cette méthode a formé le sujet de la note suivante : 

G. Mronr, Dosage du pouvoir hémolytique, Comptes rendus de la Soc. de Bio- 
4ogie, 1904, X, t. LVI, p. 167.° 

2. Préparation du réactif globulaire: 
_ On extraitau moyen d’une canule introduite dans une artére de l’animal une 
quantité donnée de sang, et on le défibrine par un battage peu cnergique, Ue 
sang est lavé deux fois avee une solution isotonique de Cl Na (10 fois son volume) 
en centrifugeant; apres la derniére centrifugation on raméne le dépdt globulaire 
au volume primitif du sang, en ajoutant la solution de ClNa. Ce réactif est com- 
posé, a peu pres, comme le sang normal, de 60 0/0 de partie liquide et de 40 0/0 
de globules. 
‘fe réactif globulaire doit étre aussi récent que possible: les animaux qui le 
fournissent doivent étre absolument sains. Les globules, en vieillissant en dehors 
«de Porganisme, deviennent plus fragiles et, lorsqu’on a une série d’expériences a 
faire, il est nécessaire que le facteur de leur résistance soit toujours le méme. 
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lerla quantité totale d’hémoglobine dissoute dans toutel’éprouvette, ot l'hemo- 
lyse s’est accomplie. a 

Or, le calcu) serait inexact si onnetenait pas compte d’une cause d'err eur, 
due a la présence des globules rouges non dissous. 

Supposons par exemple avoir mis en présence 10 ¢.c. de sérum hémoly- 
tique et 10 c.c. de réactif globulaire. Le réactif globulaire est constitué par 
6c. c. de partie liquide et par4c.c.de globules, Par conséquent, au début 
de l’expérience, le mélange est composé par 16 ¢, c. de liquide et par 4 cs ¢, 
de globules non dissous. ; 

Supposons qu’a la fin de l’expériencele sérum ait dissous 1 c..c. de glo 
bules; le mélange est 4 présent constitué par 17 c.c. de liquide et par 3 c. ¢, 
de globules non dissous, : 

L’hémoglobine provenant de la dissolution de ce centimétre cube de glo- 
bules s’est répartie en 17 c. c. de liquide et non en 20 ec. c. Par conséquent, 
la quantité d’hémoglobine que nous aurons trouvée dans 1 c. c. de liquide 
doit étre multipliée par 17 et non par 20 pour obtenir la quantité totale 
@hémoglobine dissoute. 

L’application de formules mathématiques a la correction du calcul ren- 
drait les opérations longues et difficiles. Jai préféré établir une table de cor- 
rection qui permette de calculer Ja quantité de globules dissous d’une 
maniére approximative, mais suffisante pourtant pour ramener l’erreur 4 une 
quantité pratiquement négligeable. 

Voici comment j’ai établi cette table de correction : 

Supposons toujours avoir mis en présence 10 c. c. de sérum hémolytique et 
10 c.c.de réactif globulaire (contenant 4 c.c. de globules). 

Chaque c. ec. de globules purs contient Osr,325 d’émoglobine. Or, si 1/10 
de c. c. de globules a été dissous, ’hémoglobine, mise en Jiberté, correspond 


a Osr,0325, et est distribuée en 16. c. 10 de liquide. Nous aurons donc 
Osr 0325 : : ‘ 
er ) Ch es o * i 4 
| aD Vi ee Osr,0020 environ d’hémoglobine parc. c. de liquide 


En appliquant le mémeraisonnement nousaurons que, sile sérum ahémo- 
lysé 0 c. c. 50 de globules, l’hémoglobine mise en liberté correspond aun 


total de Ost,1625 et elle s’est distribuée en 16 c.c. 50 de liquide, nous aurons 
Osr 1625 


alors gs TN i Osr,0985 environ d’hémoglobine par c.c.de liquide: 
a 


Ilest done facile, en connaissant la quantité d’hémoglobine renfermée 
dans 1 c.c., de calculerla quantité de globules rouges dissous et par consé= 
quent de connaitre le volume total du liquide. 

Pour obtenir Ja quantité totale d’hémoglobine dissoute, il faut multiplier 
la quantité d’hémoglobine renfermée dans 1c. c, par le nombre correspon- 
dant de c. c. constituantle volume total du liquide. 

ans mes recherches, je me suis généralement servi d’un mélange com= 
posé de 5 c.c, de sérum et de 5 c.c. de réactif globulaire. Dans ces expériences 
j'ai employé la table suivante ott, aux valeurs d'Hb dissoute dans 4 c. c. de 
liquide, correspond Je volume total du liquide. 

ll est bien évident que si on emploie un mélange différent, il faut dresser 
une autre table ayant des chiffres différents, mais basée sur le méme principe. 
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TABLE 
HB. PAR CG. C. LIQUIDE TOTAL ° HB: PAR C.C. LIQUIDE TOTAL 

0,040 See 10 | 0er,3998 9°10 
0 0792 8 20 i 0 4239 9 20 
0 4170 8 30 0 4543 9. 30 
0 41547 8 40 | 0 4840 9 40 
0 1941 8 50 . 0 5134 9 50 
0 2267 8 60 I 0 5416 9 60 
0 2614 8 70 0 5695 9°70 
0 2934 8 80 | 0 3968 9 80 
0 3286 8 90 i| 0 6237 9 90 
0 36414 9 0 6300 410 


Voici un exemple du calcul : 

On met en contact 5c. c. de sérum de boeuf avec 5c. ¢. de: 
réactif globulaire de cobaye. Aprés un séjour de 45° a Vétuve, 
on centrifuge. On obtient un liquide trés coloré et un dépot de 
globules encore intacts. On prend 1 c. c. 5 de ce liquide et onle 
dilue & 41/40. On dose & Vhémométre ce liquide dilué; on trouve 
le chiffre 40. On multiplie ce chiffre par le degré de dilution 40 5. 
40<40 =1.600. On divise 1,600 par 105 = 15 mgr. environ 
@hémoglobine quisontrenfermés dans 1c. c.5 du liquide. Unc. c. 
en renferme 10 mgr. 

En regardant l’échelle, nous voyons que le volume des glo- 
bules détruits est de 0 ¢. c. 30 environ. Il faut done multiplier 
0s,010 par 8.30 pour avoir la quantité totale d’hémoglobine 
mise en liberté. 

Dans ce cas, cette quantité aurait été de 08°,830. 


Il 


EXPERIENCES PRELIMINATRES 


Jai dit que pour obtenir des résultats aussi exacts que pos- 
sible. il faut observer une série de précautions. Je les ai établies 
par des recherches préliminaires. 

1° La proportion entre le réactif globulaire et la quantité de 
liquide hémolytique doit rester constante dans toutes les expé- 
riences. Dans mes recherches j’ai toujours ajoulé un volume 
de réactif globulaire & un volume de liquide hémolytique. Cette 
précaution est nécessaire, parce que les globules qui constituent 
le réactif n’ont pas tous la méme résistance. 
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Jai recherché Vinfluence de la quantité du réacuif, Je rap- 
porte ici une expérience faite dans ce but.: 


Expérience I. — On distribue dans une série de 6 éprouvettes 3c. c. de 
sérum de beuf obtenu par battage. On prépare du réactif globulaire de 
lapin, qu’on ajoute au sérum dans les proportions sous-exposées : 


Hb. 
dissoute. 
I.... dc. ¢. sérum + 1 c. ¢. réactif lapin -+ 4 c. c. solut. phys. = 0s',076 
is So rst + 41.20 — = — + 0.80 — a = 08,084 
lf.. 4 — — +1.40 — — -- + 0.60 — a = 08,093 
DVS — +1.60 — — — + 0.40 — — = 0s',104 
V... 4-— — + 1,80 — a — +0.20 — — = 0s",109 
Vi. 14, — — +2 — — + 0 _ — = 08,148 


Cette expérience montre que, si nous mettons en contact 
avec la méme quantité de sérum des quantités croissantes de 
réactif globulaire, la quantité d’hémoglobine mise en liberté 
augmente progressivement. Ce ré saailiat doit étre attribué au 
fait que les globules n’ont pas tous la méme résistance. Par 
conséquent, sk dans un échantillon de sérum hémolytique. on 
ajoute un excés globulaire plus grand que dans un autre, 
Vhémolysine du premier aura a sa disposition un nombre plus 
considérable de globules moins résistants, sur lesquels elle 


-exercera plus facilement son action destructive: la quantité 
| 


@hémoglobine sera plus grande dans cet échantillon que dans 
Pautre. 

Je reviendrai ailleurs plus loin sur ce sujet. 

2° La durée du contact entre le sérum et le réactif est aussi 
importante & considérer. 

D’aprés mes expériences, il résulte que Vhémolyse marche 
trés rapidement dans les premiéres minutes: elle continue 
ensuite lentement jusqua ce que le sérum soil complétement 
dépouillé de son hémolysine. ce quia lieu habituellement entre 
45’ et 60’, lorsque la réaction s'est accomplie & 38°. 

Liarrét de Uhémolyse est atteint moins rapidement lorsquon 
expérimente & la température ordinaire : Thémolyse peut alors 
se prolonger pendant plusieurs heures. Mais dans ce cas on a 
une cause derreur, car les hématies commeneent un peu a se 
désagréger spontanément. 

Liexpérience suivante montre que action hémolytique s’ar- 
réte complétement au bout Cun certain temps. 


eS 
Pe . 
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Experience If. — Sérum de beeul dilué a 1/10; réactif globulaire de 


lapin. On distribue dans une série d’éprouvettes 1 c, c. de sérum, plus 4 ¢. c. 
de réactif. Les échantillons sont maintenus a 38° pendant des temps variables: 
et ensuite soumis 4 une centrifugation énergique. 


Séjour des échantillons a létuve. Hb. dissoute. 
"O'S Pee So MRTG hoc etal eo aa er, 0,048 
SU he i cca ne A ly ie ea es _— 0,027 
ON ME SS tal tee aan tc Maly Dats saate eta — 0,080 
SU 5 SG Raat Sane ae eR — 0,03 
MER MEN es COA Oe sha cSt a a Pte — 0,034 
VN LTINT TES RIO SEAR RY Oe ORE As Ni — 0,084 
SSRDGREG ST nae Son ON Sy a eh yO RE a = 0,034 
EM HEULGS Kare cere eet ki ee Sena tee eee -- 0,042 


Nous voyons quaprés un certain temps l’hémolyse s’arréte, 
quoiqu il y ait encore un exces de globules non dissous. IL suf- 
fira done dans nos dosages d’atteindre cette limite de temps. 
pour connaitre dune maniére exacte la quantité @hémoglobine 
quun sérum hémolytique peut mettre en liberté. 

3° Mle Stern’ a étudié avee ma méthode le pouvoir hémo- 
lytique des sérums de boeuf, de mouton et de chien sur les. 
globules de lapin et de cobaye. Dans une premiére série d’expé- 
riences elle a constaté que les hématies appartenant a des indi- 
vidus différents de la méme espéce animale, présentent une 
résistance & peu pres constante vis-a-vis du méme sérum. 

Nous pouvons donc nous procurer toujours un réactif glo- 
bulaire ayant la méme résistance, en nous adressant a des indi- 
vidus normaux de la méme espéce. 

D’autre part, Me Stern a montré que le pouvoir hémolytique 
des sérums sanguins normaux présente des différences indivi- 
duelles considérables. Un sérum peut présenter un pouvoir 
hémolytique 6 & 7 fois supérieur a celui dun autre sérum pro- 
venant de la méme espéce et recueilli dans les mémes. 


conditions. 


IV 


RAPPORTS ENTRE LHEMOLYSINE DES SERUMS NEUFS ET LA SUBSTANCE 
HEMOLYSABLE 


Existe-(-il un rapport constant entre la quantité dhémolysine 

{. Me L. Srery. Pouvoir hémolytique.du sérum sanguin normal chez diffé- 

rentes espéces animales. Comptes rendus de la Societe de Biologie, 20-11, 1904,. 
t. LVI, p. 309, 
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et la quantité des globules dissous, ou bien ce rapport est-ul 

variable ? an 
London ', dans son travail sur les hémolysines, soutient 

existence d’un rapport constant; Eisemberg et Volk *. par 


contre, soutiennent que la loi des proportions définies ne regit 


pas V'union de lagglutinine avec la matiére microbienne agglu- 
tinable; ce qui ne s’accorde pas avec opinion de Nolf* qui a 
constaté, méme A propos des agglutinines, la présence d'un tel 
rapport constant. 

Selon Bordet +, onne peut pas appliquer laloi des équivalents 
invariables. 

Cet auleur a trouvé que la quantité maxima de globules 
rouges qu'une dose déterminée de sérum hémolytique peut 
détruire, varie beaucoup suivant la maniére dont le sang est 
ajouté au sérum dissolvant. Si on verse les globules en une 
seule fois, la quantité hémolysée sera relativement grande ; 
mais si on fractionne cette quantité de sang en petites doses 
quon introduit Pune aprés Tautre, & des intervalles suffisam- 
ment espacés, on trouve que la quantité dhématies détruites 
est relativement faible, presque la moitié de ce qu'elle était dans 
le cas précédent. Tout se passe alors comme si les premiers glo- 
bules se chargeaient tellement de substances hémolytiques, qu ils 
ne dépouillent le liquide et n’en laissent plus pour les globules 
ajoutés ultérieurement. Un globule peut donc, d’aprés. Bordet, 
absorber des quantités variables de substances actives. la dose 
maxima qu il peut fixer étant nettement supérieure & celle qui 
suffit & provoquer sa désagrégation. 

L’absorption des principes actifs du sérum par la substance 
lixatrice des globules se rapprocherait ainsi de Pabsorption des 
matiéres colorantes par les objets colorables, ceux-ci pouyant 
fixer des quantités variables de ces matiéres. 

Bordet a en outre trouvé que c'est surtout Valexine qui pré- 


4. Lonpon. Loco cit., p. 8+. 

2, ErsemBERG et Voik. C7ét, par Bordet. V, p. 48. 

3. Nour. Loco cit., p.5. 

*, Borogr. a) Sur Vagglutination et la dissolution des globules rouges par le 
sérum d’animaux injectés de sang défibriné. Ann. Pasteur, 1898, t. XII. 

6) Les sérums hémolytiques, leurs antitoxines et les théories des s¢rums cyto- 
lytiques. Ann. Pasteur, 1900, T. XIV, p. 257-296. 

c) Mode d'action et origine des substances actives des sérums préyentils et 
dessérums antitoxiques,Rapport présenté aucongresd hyyiéne de Bruxelles, 1903. 
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sente avec le plus d’évidence et de. netteté le caractére d'etre 
absorbée en dose variable par les globules; c’est 2 elle que 
revient. par conséquent, la plus grande partie du phénoméne. 

Bordet donne & ce phénoméne. Vexplication suivante : 
lorsqu’on ajoute le sang d doses fractionnées. les premitres 
portions du sang mises en contact avec le sérum ayant ren- 
contré une grande quantité @hémolysine, en ont absorbé en 
exces; de sorte quwil ne reste plus d’hémolysine pour les por- 
tions de sang ultérieurement ajoutées. 

Le fait est exact; mais je crois que. d’aprés les expériences 
que je vais exposer, il faut en modifier Vinterprétation. 

Jai répété dabord Vexpérience de Bordet en dosant avec 
ma méthode la quantité d’hémoglobine mise en liberté. Voici 
une expérience type : ; 

Experience Ill, — On prépare du réactif globulaire de cobaye; on prend 
deux tubes et on verse dans chacun 2 c. c. de sérum de beeuf, dilué a 4/5 
avec une solution physiologique. Dans la premiére éprouvette on ajoute 2 c.c. 
de réactif en une seule fois; dans la deuxiéme éprouvette, par contre, on 
ajoute le réactif a petites doses fractionnées de 0,20 et toutes les 3 minutes, 
On garde les éprouvettes 4 l’étuve pendant 45’, en ayant soin de les agiter. 
Aprés ce temps, centrifugation et dosage. 

Les résultats sont les suivants : 


I. 2c. e¢. scrum de boeuf dilué a 1/5-+ 2c. c. réactif cobaye en 


une seule fois == 0s",161 d’Hb, 
Il. 2 c. e. sérum de beeuf dilué 4241/5 + 2c. c. réactif cobaye a 
doses fraction. = 0s',1414 — 


Pour expliquer cette différence entre les deux quantités 
@hémoglobine mises en liberté, il faut; & mon avis, admettre 
que les globules rouges n’ont pas tous la méme résistance contre 
Vhémolysine. Nous aurions ainsi une certaine analogie avec le 
fait bien connu que les globules rouges ne présentent pas tous 
la méme résistance vis-a-vis des solutions hypotoniques. 

L’étude des différentes résistances globulaires qui fut Vobjet 
des intéressantes recherches de Hamburger, Mosso, Viola, ete.. 
fournit un certain nombre de résultats qui peuvent servir a 
expliquer le phénoméne dont nous nous occupons ici. 

Déja en 1894, Viola‘ distinguait trois groupes de globules 
rouges dans la masse totale du sang. suivant leur degré de 


4. G. Vioua. a) L’éta e la rresistenza dei globuli rossi. 
b) Il metodo per la misurazione delle resistenze dei globuli rossi colle solu- 


«izoni lorosodiche. Padova. Editore Prosperini, 1903, 
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résistance. Le premier groupe, globules de résistance maxima, 
représenterait le nouveau contingent venant des organes 
hémopoiétiques, le troisiéme groupe. globules de résistance 
minima, serait donné par les hématies qui vont étre détruites ; 
entre ces deux groupes il y aurait les globules de résistance 
moyenne, toujours en train de se renouveler. 

Jai trouvé qu’au point de vue du résultat. les trois résis- 
tances globulaires se comportent vis-a-vis des liquides hémoly- 
tiques de la méme maniére que vis-a-vis des solutions hypoto- 
niques. 

On sait que le sang normal extrait dune maniére aseptique 
perd progressivement sa résistance en vieillissant (Viola), En 
faisant trois prises de sang a des époques différentes, nous pou- 
yons nous procurer trois échantillons d’hématies. 

Chaque échantillon représente, au point de yue qui nous 
occupe ici, une de ces trois résistances qui. normalement. se 
trouvent mélangées dans le sang circulant. 

Dans ce but j'ai employé la méthode suivante ; 


Experience IV. — On a extrait de la veine marginale de l’oreille d'un 
gros lapin sain, au moyen d’une canule stérilisée, 2c. c. de sang qu’on a 
défibriné dans une éprouvette en le battant a l'aide de petites boules en verre. 
On a gardé ce sang dans une éprouvette stérilisée. — Vingt-quatre heures 
aprés on a répété Vopération et le nouvel échantillon a été gardé dans une 
éprouvette. — Vingt-quatre heures plus tard on a répété de nouveau l’opé- 
ration et on a obtenu un troisiéme échantillon de sang défibriné. 

Ces échantillons ont été gardés a lobscurité 4 la température de la 
«chambre (189-200). 

Avant d’employer ces trois échantillons de sang dont le plus ancien repré- 
‘sentait une résistance minima, celui du milieu une résistance moyenne, et le 
plus récent une résistance maxima, on les a bien lavés avec une solution iso- 
‘tonique de CJNa et on les a ramenés au volume primitif. 

On a pris trois tubes et on a versé dans chacun 14 c. c. de sérum de 
boeuf dilué 4 4/5; on a ensuite ajouté dans chaque tube 1 c. c. de réactif 
globulaire, — Etuve, agitation, centrifugation, dosage. 

Les résultats ont été les suivants : 


Hb. 

dissoute. 

Eprouy, A. 4 c. c. sérum de boeuf & 4/5 + 1 ¢. c. glob. résist. minima = 0st,088 
— Blac — — —+1icae — — moyenne = 0s',065 
— Clee — — —+160c0 — — maxima = 0s',054 


Cerésultat montre d'une maniére éyidente que la méme quan- 
tuité d’hémolysine a détruit un nombre de globules d’autant plus 
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grand, que leur résistance était plus petite. En d'autres termes 
une quantité donnée de globules de résistance maxima exige. 
pour étre complétement détruite. beaucoup plus dhémolysine 
quil nen est exigé par la méme quantité de globules moins 
résistants. 

Si nous appliquons ce résultat & Vexpérience de Bordet, nous 
sommes portés & admettre que lorsqu’on ajoute le réactif en une 
seule fois, ne sont détruits que les globules qui ont la plus 
faible résistance, c’est-a-dire. qui exigent une moindre quantité 
@hémolysine. Les globules moins résistants sont les premiers A 
étre attaqués par hémolysine et a lemployer. 

Par contre lorsqu on ajoutera le réactif par doses fractionnées. 
il arrivera que dans les premieres additions tous les globules 
seront attaqués. y compris les plus résistants, qui exigeront une 
plus grande quantité @hémolysine. Il est évident que dans ce 
ite: cas [Hb mise en liberté sera en quantité moindre que 
dans le premier. 

Nous ne pouyons donc pas accepter I interprétation de Bordet. 
Nous devons admettre quun globule donné fixe une quantité 
constante @hémolysine; mais il y a des globules qui en fixent 
moins, d'autres qui en fixent davantage. 

Pour rendre le résultat plus démonstratif, j'ai répété V expé- 
rience de Bordet en employant comme réactif globulaire un 
mélange. ot les globules de différente résistance. préparés 
comme j'ai dit auparavant, se trouvaient en proportions égales. 


Experience V. —Je mélangeais ensemble 2c. c. de globules de 48 heures, 
2c. c. de 24 heures et 2c. c. tout 4 fait récents. — Je distribuais 2 c. c. de 
sérum de beeuf dilué a 4/5 dans 2 éprouvettes; dans la premiére j’ajoutais 
2c. c. de mon mélange en une seule fois; dans la deuxiéme je les ajoutais & 
doses fractionnées de 20 c. c. & des intervalles de 3 minutes, 

La réaction accomplie, centrifugation et dosage. Voici une expérience 
type ; 


Hb. 
dissoute. 
Eprouv. A, 2c. c. sérum de buf a 1/5 + 2 ¢. c. réactif en une seule 4 
fois = 08",186 
Eprouv. B. 2c. c. sérum de beeuf a 1/5 4+ 2c. c. a doses fractionnées 
de 0,20 c. c. coe ine 


Nous voyons que le phénoméne se passe, a peu prés, comme 
si on avait expérimente avec du sang normal frais. 
L’expérience de Bordet ne suffit donc pas pour admettre que 
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la combinaison entre l’hémolysine et les globules se fait d’aprés 
des rapports variables. Pa 

Les expériences dont je vais exposer les résultats ont été 
faites dans le but de rechercher sil existe vraiment un rapport 
défini entre la quantité d’hémolysine d’un sérum et la quantité 
des globules qu'elle est capable de détruire. 

Dans ces expériences trés nombreuses, j’at employé le sérum 
et la lymphe de différents animaux neufs ou immunisés. 

Je ne rapporterai ici que quelques expériences types, qui 
-s’accordent complétement avec d’autres, tout a fait semblables. 


Experience VI. -—Sérum de boeuf. Réactif globulaire de cobaye. 


Quantité de sérum. Solut. physiolog. Réactif globul. Hb. dissoute. 
4 (ante + 0 CunCe + AY Gp. = st 322 
2 = + 2 — + 4 — = Os',168 
i — + 3 = Sin 4 = Ost, 086 
0.50 — + 3.50 — + Ao = Ost, 042 
0.23 — ae So. 4 eee = Osr,023 
Experience VII. — Sérum de beeuf. Réactif globulaire de Japin. 
~Quantité de sérum. Solut. physiolog. Réactif globul. Hb. dissoute. 
4 (CH ea 0 Cui. — £ESES GC? = Os",166 
2 = eee 2 Be ae bee = Osr,088 
4 ae ke pee ae ee a Ost, 049 
0.50 — a. 3.80 — + 4 — a Osr,026 
05252 °—— + 3.73 — + 4 oa Os,014 
Experience VIII. — Sérum de beeuf. Réactif globulaire de cheval-'. 
-Quantité de sérum. Solut. physiolog. Réactif globul. Hb. dissoute 
4 COQNe: + 0 Cues + bo Cte = Osr,330 
2 = Sa a ze eae = 08,170 
1 is ee 3 ee a Rees = Ost 087 
0.50 — + 3.50 — + 4 — = Os", 045 
0.25 — + 3.75 — + 4 — = Os",024 


Experience IX. — Sérum de mouton. Réactif globulaire de cobaye. 


Quantité de sérum,. Solut. physiolog. Réactif globul. Hb. dissoute. 
vi leone a. 0 (iver + a Gants = Osr,950 
2 — e+ 2 ~- + 4 — = Os, 494 
‘| <= + 3 _ of 4 — == Ost 250 
0.50 — + 3.50 — + 4 _ — Os 134 
0.25 — + 3.75 — 4 _ = Os',069 
Expérience X. — Sérum de chien. Réactif globulaire de lapin. 
Quantité de sérum. Solut. physiolog. Réactif globul. Hb. dissoute, 
4 ee, os b 0 CHC; + Me Gs Oe = Os", 708 
9 ws a 2 nn WE, i = Os" 356 
4 a 4. 3 ae se Sages = Os',182 
0.50 — ot 3.50 — a 4 —_ = 08,096 
0.25 — ote 3.70 — a he _- = Os 048 


1. Les globules de cheval ne sont pas attaqués par le sérum de beeuf & la tem- 
‘pérature de la chambre; par contre a l’étuve ils sont trés bien détruits, 
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Experience XI, — Lymphe de chien, recueillie au moyen dune canule 
introduite dans le canal thoracique. Réactif globulaire de lapin. 


Quantité de lymphe. Solut. physiolog. Réactif globul. Hb 


. dissoute, 
t esc -— 0 G.'C. -S eeu C: = Osr 518 
2 — -- 2 _- 4- i — = Oe", 260 
4 - +- 2 — -f- 4 — = Or 134 
0.50 — = 300 — a 4 = 0s", 069 
0.28 — al 3.73. — + 4 — = Os",036 


De ces différentes expériences il résulte que la quantité d@hé- 
moglobine mise en liberté, et par conséquent le nombre des 
globules dissous. est directement proportionnelle dla teneur en 
hémolysines du liquide hémolytique; ce rapport est done cons- 
fant, 

Cependant, si nous examinons de plus prés les chiffres 
obtenus. on constate que les valeurs de Uhémoglobine dissoute 
vont lég erement en augmentant avec Vaugmentation de la 
dilution. 

Ce fait est facile & expliquer. Dans les solutions diluées, seuls 
les globules de moindre résistance sont attaqués. A mesure que 
la solution dhémolysine devient plus concentrée, on a la des- 
truction des globules de plus en plus résistants., Ceux-ci exigent, 
pour étre dissous. une quantité dhémolysine plus considérable 
que celle absorbée par les globules de moindre résistance. 

Jai recherché jusqu a quelle limite on peut pousser la dilution 
d'un sérum sans altérer la loi des proportions définies, 

Experience XII, — Sérum de boeuf. Réactif globulaire de lapin, 


Quantité de sérum. Solut. physiolog, Réactif globul. Hb. dissoute, 
3 aes + 0 CG _ SeGeG. == Os",301 
et. ee os re ies re oor ee == 06,156 
0.30. — 4- 2.70 — + 3 —_— =I Oe",035 
0.25 — + 215 — + 3 — = Os", 025 
0.20 — of 2.80 — + 5} ~- = Os 018 
O15 — ee 2.85. — ie Siciise és Os" ,0455 
0.40 — he 299) — oe ges = ds",013 
0.075 — + 2.925 — a3 3 ; = 0s",003 
0.050 — + 2.950 — + 3 — = 0s",002 


Jai répété plusieurs fois celte expérience en obtenant tou- 
jours des résultats analogues. : 

L’hémolysine agit done selon la loi des proportions définies 
jusqu a une dilution donnée du sérum. Si nous dépassons cette 
limite, la proportionnalite nexiste plus; Phémolysine se trouve, 
peut-étre, dans un état de concentration trop faible pour allaquer 


les globules. 
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Vo 


RAPPORT ENTRE LA QUANTITE DES GLOBULES DISSOUS. ET LES 
QUANTITES D ALEXINE ET DE SENSIBILISATRICE EXISTANT DANS: 
L HEMOLYSINE NATURELLE 


A ce point du travail, une question s’imposait. 

Le rapport constant qui existe entre Ihémolysine naturelle 
et le nombre des globules détruits doit-il étre attribué 4 la sen- 
sibilisatrice, ou & Valexine? 

Lorsque nous mettons en contact une quantité donnée «e- 
sérum hémolytique avec un exces de réactif globulaire, nous 
constatons que, quelque temps aprés.ce sérum est dépouillé de 
toute action hémolytique vis-a-vis de cette espéce de globules. 

On pourrait expliquer cela avec trois hypothéses différentes : 

1° Dans le sérum la sensibilisatrice est en excés par rapport 
a Valexine. L’alexine a détruit un nombre de globules propor- 
tionnel & sa quantité. Il reste done une partie de sensibilisatrice: 
non utilisée: 

2° Lialexine est en exces par rapport a la sensibilisatrice. 
L’alexine ne peut détruire que les globules sensibilisés. Il reste 
une partie dalexine non utilisée ; 

3° Dans les hémolysines naturelles, la sensibilisatrice et 
Palexine se trouvent combinées dans les proportions opéima, 
sans excés de une ou de Vautre substance : 

-Pour résoudre ces questions, j'ai fait wae série de recherches 
en variant artificiellement les proportions naturelles de lalexine 
et de la sensibilisatrice, dans un liquide hé ‘motytique. de facon. 
que lune fttt en exeés vis-a-vis de Paytre: 

Je ne pouvais pas. naturellement, me servir de Valexine de: 
boeuf, En effet, en ajoutant de Palexine jaurais ajouté en méme 
temps de la sensibilisatrice active vis-i-vis:des globules de cobaye. 
La quantité de sensibilisatrice active ne restait done pas cons- 
lante. 

Je me suis alors seryi de sérum de boeuf chauffé et de sérum 
de cobaye frais. Le sérum de boeuf chauffé, réactivé avec 
du sérum de cobaye agit bien sur les globules de cobaye: le 
sérum de cobaye est absolument inactif vis-a-vis de ses propres. 
globules. 
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Alexine. — Dans une premitre série d’expériences, jal 
employé, en présence d'un excés constant de sensibilisatrice, 
des doses de plus en plus grandes d’alexine. 

Voici une expérience-type; plusieurs autres expériences ana- 
logues ont donné le méme résultat : 


Experience XUT.— Sérum de beeuf chauffé (sensibilisatrice), — Sérum 
de cobaye frais (alexine). Réactif globulaire de cobaye. 


Quantité de Quantité Solution Hb. 

‘ sensibilisatrice. @alexine. physiologique. Réactif. dissoute 
Eprouv. F. 2c¢.c. + 0.95 Gane ect) sre (Oy GaGa nel -e0 64 CaO. io == OBO 
SEP aL) aod eS RR | ee 94 SOM Se he Se es ose 008 
—— 7 FER. Se i les — ales | = ohh = 0887 
aoe hi ee eee Tate iss ss cs + &4— =.  08",381 


Nous voyons que /orsqguil-y a un exces constant de sensi- 
bilisatrice. Vhémolyse obtenue est proportionnelle a-la quantité 
@Malexine. 

Sensthilisatrice. — Dans une autre série d’expériences jai 
employé en présence dun exces constant d’alexine des doses 
de plus en plus faibles de sensibilisatrice. 

Voici une expérience type. 

Experience XIV. — Sérum de boeuf chauffé (sensibilisatrice). Sérum de 
cobaye (alexine). Réactif globulaire de cobaye. 


Quantité Quantité de Solution Hh. 

d@alexine. sensibilisatrice. physiolog. Réactif. dissoute. 

Racouy. 1. 4c ¢,. 4. 0.40 €.6, » 4. 0 ene. 4.) 44076. c= 0 8 
Pee he oe AI Oe PhO ices Car ORE 
eC tyes Get Ss aio OE ORD ee EAE RON ees, DEF OLS 
meme We cs i OI a 9B A ee, 08, 007 
IS ee OBS oe yh A 1 O88, 08 


+ ie 

Il résulte de cette expérience, ainsi que d’autres semblables, 
que, lorsque l’alexine est en exces, /es hématies se dissolvent 
proportionnellement a la quantité de sensibilisatrice dont le 
sérum est pourvu. 

VI 
RAPPORTS ENTRE LES HEMOLYSENES ARTIFICIELLES 
EP LA SUBSTANCE HEMOLYSABLE 

Pour confirmer ce que javais trouvé a légard des hémoly- 
_sines des sérums neufs, j’ai cherché si la loi des proportions 
définies valait aussi pour les hémolysines provoquées artificiel- 
Jement dans un animal, au moyen de Vimmunisation. 
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Dans ce but j’ai immunisé une série de lapins par des injec- 
tions intra-péritonéales de 5 c. c. d’hématies lavées, de mouton 
et de beuf. Les injections étaient faites tous les deux jours. 

Les lapins étaient suffisamment immunisés aprés avoir requ 
5 injections. Aprés ce temps, on procédait a lextraction des 
échantillons de sang, qui fournissaient les sérums hémolytiques. 

Le réactif globulaire était représenté par le sang de mouton 
et. de boeuf, soigneusement lavé plusieurs fois 4 l'eau salée. 

Dans ce travail, je ne donne que les résultats de deux expé- 
riences ; je parlerai ailleurs des autresavec plus de détails. 


Experience XV. — Sérum de lapin immunisé contre le mouton. Réactif 
globulaire de mouton. 


Quantité de sérum, Solut. physiol. Réactif. Hb. dissoute. 
4 c. C. ae 0 Caer + £2 C5 Cy a Os, 464 
2 Be, sf 2 ae 4 ee = Os",240 
4 = ae 3 = ie pa Ngee = Oer,126 
0.50 — aX 3) 50 a a ip = Os",074 
0.25 — Bie 3.75 — su RAs == Os" ,037 


Expérience XVI. — Sérum de lapinimmunisé contre le boeuf. Réactif glo- 
bulaire de beuf. 


Quantité de sérum. Solut. physiol. Réactif. Hb. dissoute. 
4 cc 4. 0 Cul@e + 4 05; = 0,304 
2 ae 2 = i as = 0,159 
A = ai 3 a8 ai ie = 0,085 
0.50 — Re 350i rg be = 0,046 
0.25 — an 3. = Ye Pee = 0,024 


Ces résultats démontrent que la loi d’un rapport défini entre 
la quantité d’hémolysine et la quantité de globules dissous est 
aussi applicable & ’hémolysine artificielle. 

On sait que, chez les animaux immunisés, la sensibilisatrice 
se trouve en trés grand excés par rapport a laquantité d’alexine. 
Nous pouvons done dire que ’hémolyse produite par le sérum 
Wun animal immunisé est proportionnelle ala quantité @alexine, 


Vu 
RAPPORTS ENTRE L ALEXINE EP LA SENSIBILISATRICE 
DANS L’HEMOLYSINE NATURELLE 
_ Pour étudier les rapports entre Talexine et la sensibilisa« 
trice dans les hémolysines naturelles, London ' s’est adressé & 


4. V. loco citato, page St 
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Chémolysine du sérum de chat et de chien, agissant vis-d-vis des 
hématies de lapin. Ila pris 2 éprouvettes. contenant chacune | ¢.c 
d’émulsion globulaire de lapin. Dans lapremiére ilaajouté 0c.c. 05 
de sérum normal de chat; dans la seconde, laméme quantité de 
sérum et. en plus. 0 ¢.c.15 du méme sérum chauffé & 55° pen- 
dant une demi-heure. Malgré cette différence, quiaméne un exces 
de sensibilisatrice dans la deuxiéme éprouvette, le degré d’hémo- 
lyse reste égal dans toutes les deux. L’auteur en conclut que 
‘Vexeés de sensibilisatrice ne peut ni affaiblir. ni augmenter 
effet hémolytique. 

Mes résultats different sensiblement. sur ce ‘point, de ceux 
‘de London, a 

London soutient de méme quun exces dalexine reste inac- 
tif. Il base cette opinion sur un fait que je n’ai pu confirmer, 
ce est-a-dire que dans le sérum de chien il y a plus d’alexine que 
de sensibilisatrice. 

Pour prouver cet excés dalexine dans le sérum de chien, 
London met dans une éprouvette contenant 1c. c. d’émulsion 
globulaire de lapin, 0 c. e. 15 de sérum normal de chien; dans 
une deuxiéme éprouyette il introduit 0 ce. c. 05 de sérum nor- 
mal avec 0c. c. 10 de sérum chauffé. Or. le degré dhémolyse 
reste égal dans les 2 éprouvettes : done 0 c. ec. 10. de sérum 
chauffé ont augmenté Vhémolyse donnée par 0 c. ¢. 05 de 
sérum pur, jusqu’a lui faire rejoindre le degré dhémolyse donné 
par 0c. c. 15. En d’autres termes, la sensibilisatrice de 0 c.c. 10 
de sérum chauffé trouve en 0c. c. 05 de sérum frais un excés 
dalexine libre. suffisante pour la formation dune quantité cor- 
respondante dhémolysine. 

Nous verrons que ce fait observé par London doit recevoir 
une interprétation bien différente. 

Dans les expériences nombreuses que j’ai faites pour etudier 
les rapports qui existent entre lalexine etla sensibilisatrice dans 
les sérums normaux., les résultats ont toujours été concordants. 

La plupart de mes expériences ont été faites en employant 
le sérum de boeuf contre les hématies du cobaye et du lapin, Le 
sérum de boeuf chauffé me fournissait la sensibilisatrice; le sé- 
rum de cobaye lalexine.. 

Voici comment je procédais. Je ¢ ommencais par doser le pou- 
voir hémolytique de 1c. c. de sérum de boeuf. Je prenais plu- 
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sieurs tubes & réaction et jintroduisais 1 ¢. ¢. du méme sérum 
dans chaque tube. J’ajoutais ensuite dans quelques tubes une 
dose Valexine et dans d’autres une dose de sensibilisatrice. 
Dans les premiers tubes j/avais ainsi un excés d’alexine et dans 
les autres un exces de sensibilisatrice. 


* 
Voici les résultats de quelques expériences types. 


Expérience XVII. — Sévum de boeuf. Sérum de beeuf chauffé, Sérum de 
cobaye. Réactif globulaire de cobaye. 


Eprouv. I.. 2c. c. sér, de beeuf dilué a 41/5 + 2 ¢. c. réactif = 05,213 Wb. 
Savina) Rent boouf dilué & 1/5 | 1 9 ©. ¢, réactif = 08,167 d’Hb. 
4 c. c. sér. de cobaye 4 
(Alc. 2c. stra desbeenk dilue: a. 4/5 )= eg ae eg eine , 
2 VALE yf cer eer: do bouf chauité +29c.c. réactif = 0s,238 d’Hb. 


Expérience XVIIT. — Sérumde beeut chauffé. Sérum de cobaye. Reéactif 
globulaire de cobaye. 


Kprouv. 1.. 2c. c. sér. de boeuf frais dilué & 1/3 +2 ¢. c. réactif = 0s",469 Hb. 


1c. c. sér. de beeuf a 4/5 eeS A Pret eat 
en lie } 4 c. c. sér. de cobaye Siac es réactif = 08',146 @Hb. 
oe Wl GriGs Seteadey DOeUt CLUE ATi) icy ee ee ee eer ers 
: (I. 14 ¢. ¢.'sér. de cobaye , + 26. ¢. réactif = 0s",223 d°Ab, 


Experience XIX, — Sérum de boeuf. — Sérum de boeuf chauffé. Sérum de 
lapin. Réactif globulaire de Japin'. 


Kprouv. I... 2. ¢. sér. de boeuf a 1/5 + 2c. c. réactif = 0s',064 d’Hb. 
1c. c. sér. de beuf dilué a 1/5 pee 
22 an EN ee eae rain mue ah (49 6. ©. réactif = 05,032 d’Rb. 
(rl Greusér: desbeul diluent /5 0) ees hee ees Se Ae ae 
— ‘Ill. id ¢. 6, str; de boeuf chantié ha 2c. c. réactif = 0s".086 @Hb. 


Kn analysant les chiffres obtenus dans ces expériences. nous 
constatons immédiatement le fait sutvant: en ajoutant au sérum 
normal, soit Valexine, soit la sensibilisatrice. on observe une 
augmentation de Phémolyse. 

Liaugmentation de Vhémolyse. par Vaddition de Valexine, 
résulte clairement de la comparaison des valeurs de FHb. dans 
les éprouvettes Hacelles des éprouvettes 1. Dans les éprouvettes 
I. si Valexine était demeurée inactive. Vhémolyse aurait dit étre 
deux fois moins grande que dans les éprouvettes I, car dans 
celles-ci la quantité de sérum de boeuf employée était la moitic: 
on voit par contre que Uhémolyse augmente. EW 


1. Dans celle expérience ot onacmployé le sérum de lapin, on voit que alexine 

de ce sérum ne s’est pas combinée avec la sensibilisatrice du sérum de boeuf: en 

~ effet le chiffre de Hb, dans la 2° ¢prouvetteest exactement la moitié de celui qu’on 
- trouve dans la 1's, 
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On pourrait expliquer cette augmentation d'une maniére 
simple en supposant que dans le sérum normal de boeuf existe 
un petit exces de sensibilisatrice qui, en présencede la nouvelle 
alexine mise & sa disposition. formerait encore de lhémolysine. 

Mais cette explication simple parait étre en contradiction avec 
ce quon constate en examinant les chiffres obtenus dans les 
éprouvettes HI. Dans ces éprouvettes, en effet, nous avons une 
dose @alexine qui est la moitié de celle qui existe dans les 
éprouvettes I. La sensibilisatrice. par contre, sy trouve en 
dose 5 fois plus grande. Or. le degré dhémolyse qui, par rap- 
port 4 la dose d’alexine. devrait étre la moitié de celui des éprou- 
vettes | est au contraire plus considérable. 

Pour expliquer cette augmentation Wune maniére simple, 
nous devrions admettre que dans le sérum normal de boeuf 
existe un excés d’alexine. Or. ceci est en contradiction avec 
Uhypothése faite pour expliquer laugmentation d’hémolyse aprés 
Vaddition dalexine. c’est-a-dire que dans le sérum de boeuf il y 
aun excés de sensibilisatrice. 

Nous sommes done en présence d'un phénoméne complexe 
qui ne résulte pas de la présence dun excés de senstbilisatrice 
ou d’alexine. Du reste. nous verrons plus loin que dans le sérum 
de boeuf Valexine et la sensibilisatrice se trouvent entre elles en 
proportions optima. de facon que dans le processus hémolytique 
ni Pune ni Vautre ne demeure en partie inactive. 

Pour expliquer laugmentation de lhémolyse apres Vaddition 
dun excés de sensibilisatrice, on pourrait admettre que lorsque 
les globules sont mieux sensibilisés, ils se laissent plus facile- 
ment attaquer et détruire. Et on peut de méme supposer qu’en 
présence dun exces d’alexine les globules peu sensibilisés se 
laissent détruire, tandis qu ‘ils résistent si la dose d’alexine est 
modérée. 

Mais ce ne sont que de simples hypotheses, quidemandenta 
étre vérifiées par de nouvelles études. 


Dans une autre série d’expériences j'ai recherché comment 
se comporte ’hémolyse lorsqu’en tenant constante Palexine on 
augmente la sensibilisatrice. et vice versa. 

Experience XX. — Sérum de beeuf chauffé (sensibilisatrice). Sérum de 
cobaye(alexine). Réactif globulaire de cobaye. 


» 404 


Lprouv. I. 


+ — 


tT. 
Tt. 
TV. 


Wie 


} 
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Solution Hb. 
Alexine. Sensibilisatrice. physiologique. Réactif. dissoute- 
OOF ce =e 2 CONC. = Na OUNG. C Ft e656. O8r 450 
0:330.— + 2.301 > +) 200° —- 4 4 — = 087446 
0,50 —o> — ft 4.50 —-.+ 4.— = Os", 184 
0:0 SR 4 LEE I aap Le ORS ik NE ere 
O80 — cs ae PEO Oe ERS eS ES sr 167 


Dans cette expérience, Valexine reste constante et, dés le 
commencement, elle se trouve en défaut vis-a-vis des quantités 
de sensibilisatrice, ce que j’avais Gtabli par des recherches pré- 

_liminaires. Nous voyons qu’en augmentant progressivement la 

_ quantité de sensibilisatrice. le degré dhémolyse augmente aussi. 
Mais, au dela d'une certaine limite, Thémolyse diminue. 

Ce phénoméne est analogue & un fait observé par MM. Neis- 

ser et Wechsberg. Ces expérimentateurs ont vu que. si l'on pré- 
pare un mélange de microbes et d’alexine, il faut. pour obtenir 
Veffet bactéricide maximum. ajouter la sensibilisatrice en dose 
exactement déterminée par rapport & celle de Valexine. 


Ce phénomeéne nest pas facile & expliquer clairement. Neis- 


ser et Wechsberg ont proposé lexplication suivante : lorsquon 
met en jeu un volume trop fort de sensibilisatrice, celle-ci nest 
pas totalement absorbée par les microbes: done, une certaine 

partie reste libre. Cette partie détourne des microbes une cer- 
taine quantité de Valexine, en s unissant avec elle. Mais, pour 
accepter cette hypothése. il faudrait démontrer, ce qui ma pas 
encore été fait. existence dune union de la sensibilisatrice avec 
Valexine. en dehors des microbes ou des globules. 


Or. quarrive-t-il, si nous augmentons. progressivement la 
quantité de Valexine, toujours par rapport a une quantité 


constante de sensibilisatrice. qui ne soit pas en exeés vis-a-vis 
Welle ? 


Nous pouvons constater un fait analogue a celui quon = 


remarqué & propos de la sensibilisatrice ; c’est-d-dire le degré 
bal , " «* sy . . . : 
Whémoivyse augmente aussi jusqu a une certaine limite. 


Dans lexpérience suivante on laisse constante la quantité de 
sensibilisatrice et on augmente progressivement la quamtité 


i dalexine. 


Experience XXL. — Sérum de beeuf chautfé (sensibilisatrice). Sérum de 


cobaye (alexine). Réactif globulaire de’ cobaye. 


, 
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Solution Hb 
Sensibilisatrice. Alexine, physiologique. Réactit dissoute, 
Eprouye Te Pele. 440.98 6.6 Tea a OOo Cher ty arent = 0s 083. 
= Td =, 0.50 + 2.50 — an: = Os", A65 
eee, es 78 + &£ — = Os,393) 
rz) LIN sn 2 Sa | - mip es = 08,360 
— Vv, 14 — 5 = + 0 a + + == - 08",240 


Nous voyons que le degré 
régle des proportions définies 


Uhémolyse augmente suivant la 
aussi longtemps que la sensibili- 
satrice est en exeés vis-a-vis de Valexine (éprouvettes T, If, TID. 
Dans l'éprouvette IV. Phémolyse augmente encore. mais il n’ya 
plus de rapport; la sensibilisatrice commence déja a étre en 
défaut par rapport & Valexine. Si le défaut de la sensibilisatrice 
saccentue. au lieu d’avoir une augmentation, on a une diminu- 
tion de Veffet hémolytique (éprouvette V). 
Sil’on compare les chiffres de ces deux derniéres expériences. 
on remarquera que le défaut de la sensibilisatrice, par rapport a 
Valexine, est atleint plus rapidement que celui de lalexine par 
rapport a la sensibilisatrice. En d’autres termes. pour obtenirun 
effet hémolytique donné. un exces de sensibilisatrice peut mieux 
compenser un défaut d’alexine que ne peut le faire un excés 
dalexine pour compenser un défaut de sensibilisatrice. 
On constate mieux encore cette action compensatrice de la 
-sensibilisatrice dans expérience suivante, ott la sensibilisatrice 
augmente par rapporta des quantités toujours moindres d’alexine 
et ot Valexine augmente par rapport & des quantilés toujours 
plus faibles de sensibilisatrice. 


Experience XXII. — Sérum de beeuf chauffé a 55° (sensibilisatrice). Sérum 
de cobaye (alexine). Réactif globulaire de cobaye. 


Quantité de Quantité Hb. 

sensibilisatrice. Walexine. Réactif. dissoute. 

Eprouv, T. % 75 ¢. a 0.95 c. ¢. ot Bc. ce. = Os",428 
— UE 2.50 — + 0.50 — =e 3 — = 0s", 154 

=) Dik 2.00 — + 4.00 — + ues = Us" 165 

— IV. 450. = + 4.50 — + a =| Osr,168 

— AA SE00o.— te 2 cto — a ee — 0,453 
— VI. 0.50 — + 9.50 — + Sa = Ost 106 

ate Vibe G25 5 te 2.75 — Ag os — = Osr.064 


Dans cette expérience. laquelle a été confirmée par d'autres 
nombreuses. on yoit quil existe un maximum dhémolyse 
(éprouvette IV) qui est quelquefois atteint lorsque le sérum de 
beeuf chauffé et le sérum frais de cobaye sont en volumes €gaun. 
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Dans le mélange ot on a le maximum d’hémolyse, Valexine et 
Ja sensibilisatrice sont évidemment dans les rapports optima. 
Si on ne s’éloigne pas trop de ces chiffres. qui constituent les 
rapports oplima. Vaugmentation de lalexine compense presque 
completement la diminution correspondante de la sensibilisatrice 
(éprouy. V). Sion s’éloigne beaucoup des chiffres qui constituent 
les rapports optima, on constate que ’hémolyse diminue consi- 
Aérablement. Mais il est surtout remarquable que la sensibili- 
satrice continue d exercer son action compensatrice vis-a-vis de 
Vinsuffisance de Valexine (éprouy. LID, dune maniére plus 
marquée que ne le fait Valexine vis-a-vis de Vinsuffisance de 
la sensibilisatrice (éprouv. VI-VID). 

Jene puis que me borner & constater les faits. Les explications 
ne pourraient étre que purement hypothétiques. 


Vill 


PROPORTIONS NORMALES DE L ALEXINE ET DE LA SENSIBILISATRIGE 
ty DANS L HEMOLYSINE NATURELLE 


Dans cette série dexpériences, jai recherché si, dans les 
sérums normaux, il existe un exces d’alexine ou de sensibi- 
lisatrice, J'ai étudié. & ce point de vue. les hémolysines natu- 
relles du boeuf et du chien. 

Dans ses recherches, London est arrivé a la conclusion que 
le sérum de chien posséde un exces dalexine. qui normalement 
<dlemeure inactive. 

Mes résultats diffrent de ceux de cet auteur. 

Voici comment j’at fait mes expériences. 

Kaperience XXIII, — Sérum de beeuf frais dilué a 1/40. Sérum de boeuf 
pur chauffé 455°. Sérum de cobaye frais. Réactif globulaire de cobaye. 

Eprouvette A. 5 ¢. ¢. sérum de boeuf a 4/10 +5 ¢. ec. réactif globulaire. 

L’hémolyse accomplie, on centrifuge et on obtient un dépdt de globules 
encore intacls el un liquide coloré, dont chaque c. ce. contient en solution 
‘Os ,034 d’Itb. On recherche si, dans ce liquide, on peut décéler la présence 
soit d’alexine, soit de sensibilisatrice, qui n’aient pas été employées dans le 
processus hémolytique, Dans ce but, on distribue dans chacune des éprou- 
vettes Bet C1 c. c. de ce liquide; dans la premiére on ajoute 1 ¢. c. de 


serum de cobaye (alexine); dans la deuxiéme, 4 c. ce. de sérum de beeuf 


chauffé (sensibilisatrice). On met ces mélanges en contact avec du nouveau 
réactif globulaire. 
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Eprouy. B. 1c. ¢. liquide coloré + 1 ¢. ©. sérum de cobaye + 2c. ¢. réactif. 
— GC. Le. e. liquide colore + 1 ¢. ¢. sér. de bout chauffe + 2 €. ¢. réactif. 
Séjour 4 Pétuve pendant 45 minutes. On centrifuge et on dose, 
Eprouvette B = 0s",035 @Hb. dissoute. 
_ C= 08",038 is 

Nous voyons qu il n'y a pas eu une nouyelle hémolyse appré- 
ciable. La petite augmentation de /Hb est due au sérum qu'on 
a ajouté, légerement coloré. Il n'y avait done pas de sensibili- 
satrice libre dans léprouyette B. comme iln’y avait pas d’alexine 
libre dans l’éprouvette C. 

Mais on pourrait dire que les globules restés intacts dans 
léprouvette A sont chargés de sensibilisatrice. Apres les avoir 
lavés. on ajoute & ces globules de Valexine et on n’obtient. point 
Uhémolyse. 

Jarrive dove & la conclusion que dans (hémolysine natu- 
relle du sérum de beuf. agissant vis-a-vis des giobules de 
cobaye. Valexine et la sensibilisatrice se trouvent en propor- 
fions optima. pour atteindre le maximum @hémolyse. 

Jai obtenu les mémes résultats en- expérimentant sur le 
sérum de chien. Pour abréger. je donnerai ici seulement le 
schéma de Pexpérience. 


Expérience XXIV. — Sérum de chien frais a 1/40. Sérum de chien pur 
chauffé 4 550, Sérum de cobaye frais. Réactif globulaire de cobaye. 


Hprouv. A. 5c. c. sérum de chien a 1/10 + 5 c. ec. réactif = liquide colore, dont 
chaque ¢. ¢. con- 
tient 0,066 d’Hb 

Eprouv. B. 4 c. ¢. liquide coloré +1 v. c. sér. de cobaye +1 c. c. réactif = 0s",068 

— C.1c.c. liquide coloré + 1c. c. sér. de chien chante +41 c¢. ¢. réactif = 08",070 
— ). 4¢. ec. dépdt slob. A +2 c.c..sér. de cobaye =!) 


On pourrait expliquer les résultats différents obtenus par 
London. par Veffet compensateur de la sensibilisatrice vis-’-vis 
de Valexine dont j'ai parlé plus haut. 

Dans l’expérience de London, Vaddition de 0c. ¢. 10 de sérum 
chaufféa 0¢.e. 05 de sérum frais a augmentélactionhémolytique 
de ce dernier. Ceci ne prouve pas que Valexine y était en exces, 
mais simplement que la sensibilisatrice ajoutée a renforcé Pac- 
tion de Valexine. 
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CONCBUSTIONS 


1. Les globules rouges du sang n’offrent pas tous la méme 
résistance vis-a-vis des hémolysines. A ce point de vue on peut 
les diviser en globules & résistance minima, moyenne ou 
maxima. A 

2. La destruction d’un certain nombre de globules rouges a 
résistance élevée exige une quantité d’hémolysine plus grande 
qu un nombre égal de globules & résistance faible. 

3. Entre certaines limites de dilution, la quantité des globules 
rouges détruits est proportionnelle & la quantité d’hémolysine 
contenue dans le sérum. 

4. Dans Vhémolysine naturelle du boeuf et du chien, Valexine 
et la sensibilisatrice se trouvent dans les proportions optima 
pour obtenir le maximum d’effet hémolytique. Ni la sensibi- 
lisatrice, ni Valexine n’y sont en exces. 

5. En variant expérimentalement les rapports entre la sensi- 
bilisatrice etsValexine dans les hémolysines naturelles. on obtient 
les résultats suivants : 

a). Kn présence d'un exces de sensibilisatrice. Uhémolyse 
est proportionnelle & la quantité d’alexine. 

6). Kn présence dun exces Walexine, ’hémolyse est propor- 
tionnelle & la quantité de sensibilisatrice. 

c). Lorsque Valexine n'est pas en exces, on peut augmenter 
effet hémolytique en augmentant progressivement la dose de 
la sensibilisatrice. Mais au del& d'une certaine limite, addition 
dle nouvelles quantités de sensibilisatrice diminue leffet hémo- 
lytique. 

d). De méme. lorsque la sensibilisatrice nest pas en exces, 
Valexine renforce effet hémolytique jusqu’’ une certaine limite, 
au-deld de laquelle Vhémolyse diminue. Mais laction adjuvante 
de Valexine est moins considérable que celle de la sensibili- 
salrice. 

Pig 


Quwil me soil permis Wexprimer ma reconnaissance & M. Battelli quia 
bien youlu me diviger pendant Vexéeution de ce trayail. 


Repartition des microbes dans T'intestin du nourrisson 


Par M. HENRY TISSIER 


Dans notre travail sur la lore intestinale normale et patho- 
logique du nourrisson ‘, nous avions étudié cette flore 
dans son ensemble, en ne faisant des prélévements que dans le 
rectum, of se trouvent réunis tous les microbes qui la consti- 
tuent. 

Nous avons cherché & établir son mode de formation, sa 
constitution a l'état normal. puis ses modifications dans les trou- 
bles digestifs, en ayant soin de ne prendre la matiére & examiner 
que chez des nourrissons vivants. Nous avons volontairement 
mis de coté étude de la répartition des bactéries dans les diffé- 
rentes parties du tube digestif, car nous aurions été dans lobli- 
gation de faire nos prélévements sur le cadavre, ce qui aurait 
pu fausser nos résultats en nous amenant & considérer comme 
normaux des microbes pathogénes ou méme des bactéries de 
la putréfaction cadavérique sétant peut-étre développées aprés 
la mort. 

Mais nous connaissons maintenant la flore normale, nous 
pouvons donc entreprendre cette étude complémentaire, car il 
nous sera facile de mettre de coté les différentes espéces sura- 
joutées. 

Avant de commencer ce travail, rappelons briévement com- 
ment est constituée la flore normale du nourrisson. 

Nous savons que l’examen bactériologique et Pexamen cli- 
nique indiquent une différence marquée entre les selles des 
enfants nourris au sein et les selles des enfants soumis & Pallai- 
tement. artificiel. et que nous deyons examiner séparément les 
matiéres féecales de ces deux variétés de nourrissons. 

A. SeLLES DE WENFANT NOURRI AU SEIN — La selle de lait, 
avant de s’établir d'une facon définitive, est préeédée par Pappa- 
rition de selles épaisses, d'un noir verdatre, appelées meconiunm. 
possédant des caracteres spéciaux. Cette période de préparation 

These de Paris, 1900. 
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comporte en réalité 3 phases : 1° une phase aseptique; 2° une 
phase d’infection croissante ; 3° ane phase de transformation gra- 
duelle qui finit par aboutir a l’établissement d'un aspect micro- 
bien définitif, qui est, celui de la selle de lait. 

1° Phase aseptique. — Le tube digestif est dabord stérile. 
Ce n'est que vers la 10° ou la 20¢ heure que commencent a appa- 
raitre les premieres bactéries. Cette période aseptique varie, 
comme l’a trés bien vu Escherich, avee le milieu extérieur et les 
saisons. 

2° Phase d'infection croissante. 
dans le tube digestif se produit avant méme tout essai d’alimen- 
tation. Elle est précédée ou accompagnée d'une sorte de débdcle 
de cellules épithéliales Vorigine buccale. On voit dabord de 
petits cocet fins, & grains réguliers. disposés par 2 ou par 
& ou en amas (Staphylocoques blancs). raves et disséminés. 
dans les préparations microscopiques. A coté deux, on peut 
ensuite vor des cocco-bacilles décolorés par la méthode de Gram. 
(Bact. colt, variété commune) également trés peu nombreux. 
Vers la 24¢ heure, au moment ou se font d’ordinaire les pre- 
iniers essais, d’alimentation, apparaissent des formes bacillaires > 


L’apparition des microbes 
PI 


gros batonnets épais, longs. rarement teurvés (Bac. per- 
fringens) et bacilles minces, gréles. rigides, & extrémités arron- 
dies, souvent disposés par deux (Bacrlle 111 de Rodella'). 
Puis. progressivement, ou note. dans les préparations, des. 
diplococcobacilles décolorés par la méthode de Gram (Coccobactl- 
lus perfeetens, Bact. lactis aerogenes). de petits diplocoques, quel- 
quefois disposés en courtes chainettes. gardant la coloration de 
Gram (Hntérocoques) et de gros cocci disposés en tétrades ouen 
paquets (Sarcines). Toutes ces bactéries. raves d’abord, pullulent 
et sont trés nombreuses au commencement du 32 jour, 


1. Dans notre travail sur la flore intestinale, nous avions considéré eette 

espéce comme une race du Bac. puirificus atténué, en nous basant sur 
ses caractéres morphologiques et son faible pouvoir ferment des sueres. 
M. Rodella nous a fait remarquer dans des observations parues dans ces Annales 
que les propriétés protéolytiques de cette bactérie étaient bien différentes. 
_ Depuis, nous avons fait de nouvelles expériences.Llles nous ont montré qu'il 
était impossible de faire acquérir a cette espéce une action véritable sur laibu- 
mine, la gélatine ou la caséine, comme c'est le cas pour les espéces attenuées de 
Bac. putrificus que nous avions isolées dans la viande pourrie ou dans le lait. 
Nous nous rangeons done & lopinion de M. Rodella et nous laissons & ce bacille le 
nom quil lui a donne. 


> 
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De nouvelles espéces peuvent méme encore faire leur appari- 
tion : bacilles de grosseurs différentes (Bac. mesentericus. Bac. 
acidophilus) ou diplobacilles & extrémités effilées (Bac. bifidus). 
Mais déja le milieu semble se modifier. car les especes sporo- 
génes prennent des formes de résistance. Les Bae. perfringens 
montrent de grosses spores 2 leurs extrémités ou vers leur 
milieu ct les bacilles I de Rodella en présentent &une de leurs 
extrémités, prenant alors cet aspect en téte de clou des bacilles 
dutétanos ou du Bae. putrificus de Bienstock. Cette. période 
infection croissante est & son apogée vers le milieu du3e¢ jour. 

3° Phases de transformation dela flore, — A partir de cette: 
époque, cette flore si variée tend & se simplifier. Un diploba- 
cille & extrémités effilées, restant coloré par la méthode de Grane 
(Bac, bifidus). apparu un des derniers, se développe rapidement 
et ne tarde pas & pulluler. Les autres bactéries disparaissent 
alors graduellement dans un ordre assez constant. Ce sont 
Wabord les gros bacilles sporulés. puis les bacilles gréles, les. 
coccobacilles en fuseau et. en dernier lieu. les différents cocei 
et la flore intestinale ne semble plus composée que de ce diplo- 
hacille. 

Cette période de transformation dure de 12 a 24 heures. 
Tantot elle commence au début du 2° jour et se termine au début 
du 3¢jour, Tantét elle commence plus tard, alafin du3° jour, et 
se termine dans le courant ou a la fin du 4° jour. IL est trés 
rare quelle dépasse cette limite. Ces bactéries si variées de la 
période méconiale pénetrent par la voie buccale et leur dispari- 
tion semble en rapport direct avee Vapparition du Bac. bifidus. 

A partir du 3°-4° jour jusqu’au sevrage, tant que Palimen- 
tation restera la méme, la flore intestinale gardera le méme 
aspect. Elle correspond a un type tnvariable et constant. Elle ne 
semble constituée. & Vexamen microscopique, que dune seule 
espéce, le Bac. bifidus. bactérie anaérobie stricte. Il faut un exa- 
men bactériologique complet pour voir qu'il existe, & coté de cette 
espéce, d'autres bactéries anaérobies facultatives eu nombre tres: 
restreint : le Bact. coli * (variété commune), VEntérocoque et 
quelquefois le Bact. lactis aerogenes. Da 

Par hasard, on pourra noter des especes de passage ne -penc= 
-~4, Le bac. coli (v. communior), @e Durham, est trés rare ehez Venfant au- 


sein. 
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rant dans Vintestin§ qu’a la faveur de conditions anormales, 
malpropreté, alimentation défectueuse : Bac. exclis, Bac. acido- 
philus, Sarcines, etc. Mais, dans les cas absolument normaux, on 
ne les rencontre pas. Il faut bien insister sur ce point, ear cette 
constance de la flore est liée aumode d’alimentation. Le moindre 
scart de régime, la moindre faute contre Uhygiéne pourra se 
répercuter sur la flore et devenir apparent & l’examen bactério- 
logique, alors qu’un examen rigoureux du poids ou de Phabitus 
extérieur de enfant ne pourra les révéler. En tout cas, ces der- 
niéres bactéries ne séjournent pas au milieu de la flore 
normale, elles sont rapidement éliminées. 

B. SELLES DE L’ENFANT AU BIBERON. — Chezle nourrisson au bibe- 
ron, comme chez celui au sein, la période qui précéde l’établisse- 
ment de la flore normale habituelle se divise en trois phases. 
Mais la phase d’infection croissante est bien plus longue; elle 
alteint son apogée vers le 4° jour. On rencontre, en 
outre, des formes microbiennes inconnues ou fort rares chez 
Venfant au sein, comme des /evures et certaines variétés de 
sarcines. La phase de transformation présente également un 
aspect. différent; elle est longue, trainante. se prolonge indé- 
finiment, et nous avons des cas ott 15 jours aprés la nais- 
sance on trouvail encore, au milieu des microbes de la flore 
habituelle, quelques rares échantillons de B. perfringens et de 
Bacille IIT de Rodella. 

Quant a la flore habituelle de ces nourrissons, elle ne parait 
étre qu’une sorte de continuation de la phase (infection crois- 
sante. A part quelques espéces, qui finalement disparaissent, la 
plupart semblent persister, ce qui donne & cette flore un aspect 
bien spécial et fort different de celle de Venfant au sein. Les 
bactéries y sont en effet tres variées; il semble méme qu elles 
puissent varier, chez le méme enfant, d'une selle & Vautre. Ce 
nest quen faisant de nombreux examens qu'on peut se rendre 
compte quil existe une sorte de constance dans la présence 
de certaines espéeces. 

Les ensemencements nous montrent que cette flore habi+ 
tuelle est ainsi constituée : a cété du Bac. bifidus, du Bact. 
coli (vy. commune), de VE ntérocoque, il existe en nombre égal 
du Bae. acidophilus, Bac. eailis, plus rarement le S taphylo- 
coque blanc, des Sareines, le Bact. lactis aerogenes, \e Bac. 
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colt (v.communior) la Levure blanche et quelquefois le Bac.I11 
de Rodella ct le B. coli (v. typhimorphe) '. 

De toutes ces especes, aucune n'est vraiment prédominante. 
Dans ceriaines selles, certaines especes pullulent, dans d’autres 
ce sont d’autres bactéries. | 

Une alimentation soigneusement faite avee du lait. stérilisé 
ne donne pas des selles @aspect bien différent, au point de vue 
bactériologique. de celles qu'on obtient en nourrissant enfant 
avee du lait ordinaire pris dans les crémeries, 

C,, SELLES DEL'ENFANT A L’ALIMENTATION Mixte. — L’aspect micro- 
bien de ces sortes de selles varie avee lage ot Venfant est mis 
ace régane.Quand le nourrisson prend dés la naissance du lait 
de vache, la flore se rapproche de celle de enfant au biberon. 
Quand il en prend plus tard, vers 6 ou 8 mois par exemple. 
Paspect est peu dilférent de celui d’un enfant au sein. Il est bien 
évident aussi que cet aspect dépend de la quantité relative 
de chacun des deux aliments donnés. Quand le lait maternel est 
donné en plus grande quantité, aspect microscopique se rap- 
proche de celui_d’un enfant normal au sein. 

Quel est maintenant le ROLE PHYSIOLOGIQUE DE LA FLORE INTESTINALE 
NORMALE? Etudions d’abordle réle des microbes qui pénetrent dans 
lVintestin pendant la période méconiale. Sont-ils utiles & Vorga- 
nisme du nouveau-né? Pour répondre a cette question, il nous 
faut préciser autant qu'il nous est possible leurs actions ehimi- 
ques et toxiques. 

Staphylocoque blanc ; Ferment acide du glucose, lactose,saccharose. I] donne 
de Vacide lactique et des traces d’acide acélique et valérianique. Son acidité 
darrét = 1.47 *. — Attaque les substances protéiques en donnant : protéose, 
acides gras et aromatiques, leucine, tyrosine, H? S, mais pas de phénols. Il 
dédouble les protéoses et l’urée. — Faiblement pathogéne ®, 

Bact.Coli (v. commune d’Escherich): Ferment acide du glucose, lactose, 
sans action sur le saccharose (en présence duquel il donne de l’indol). Donne 
de l’acide lactique droit. Acidité d’arrét = 1,73. — N’attaque que les protéoses 
en donnant : ammoniaque, indol et phénols. — Peu pathogéne. 

Bact. lactis aerogenes (v.commune d’Escherich).Ferment acide du glucose, 


4. Depuis notre travail de 1900 nous avons isolé dans un cas normal le 
micrococcus parvulus de Veillon et Tuber. é si Po, 

2. Toutes ces acidités sont établies avec la phénophtaléine comme réactil 
indicateur, et sont évaluées. pour 1000 de liquide en SO+H?. Elles sont impor- 
tantes a préciser, car elles nous serviront 4 mesurer la puissance des actions 
fermentatives sur les sucres. Ce sont les moyennes des chiffres trouvés dans 
m3. re rattires pathogénes sont déterminés par inoculation sous-cutance. 


8 


114 ANNALES DE L°INSTITUT PASTEUR 


lactose, saccharose. Donne acide lactique. Acidité d'arrét = 1,96. — Nat- 

taque que les protéoses en donnant : ammoniaque. — Non pathogéne. 
Entérocoque : Ferment acide du gluvose, lactose, saccharose, Donne 

acide lactique inactif, acides acétique, formique et traces d’acide valérianique. 


Donne des traces d’alcool. Acidité d’arrét = 2 i 2, 45. — N’attaque que 
les protéoses en donnant ammoniaque. Dédouble J’urée. — Rarement 
pathogéne. 


Coccobac. perfotens : Il en existe deux variélés : 1° variété n’atta- 
quant que le glucose et le saccharose; 2° variété altaquant le glucose, le 
lactose et le saccharose !. Donne acide lactique inactif et une faible quantité 
d’acides volatils (butyrique et valérianique). Acidité d’arrét=2, 45. — 
N’attaque que les protéoses en donnant : CO?, H?S, amines, ammoniaque, pas 
dindol ni de phénol, — Pas pathogéne. 

Bacille HII de Rodella : Ferment acide faible des sucres : glucose, 
lactose 2, saccharose, Acidité d’arrét = 1, 47, — N’attaque que les protéoses 
en donnant H?S, ammoniaque, pas d’indol ni de phénol. — Non pathogéne. 

Bacillus perfringens : Ferment acide trés actif des sucres : glucose, 
lactose et saccharose. Saccharifie ’amidon. Donne un peu d’acide laclique et 
surtoul des acides volatils: acétique, propionique, butyrique, valérianique. — 
Attaque toutes les substances protéiques en donnant CO*, H?S, indol, phénol, 
protéoses, amines, leucine, tyrosine, traces (’urée, ammoniaque, acides gras. 
11 dédouble les protéoses ct lurée. — Trés pathogéne. 

Bacillus mesentericus : (variélé trouvée une fois) : Brule les sueres 
sans donner de fermentation acide. — Attaque toutes les substances 
proléiques. — Cette variété était trés pathogene. 


Ainsi nous trouvons dans le mécontum des ferments mixtes 
protéolytiques et peptolytiques et un ferment simple protéoly- 
(ique. Si nous comparons ces résultats avee ceux que nous 
avons obtenus dans l’étude de la Putréfaction®, nous voyons 
que nous ayons des espéces identiques, possédant des actions 
chimiques semblables. apparaissant dans le méme ordre et 
combinant leurs actions dune fagon analogue. Leur attaque 
des sucres donne en général. en plus dune petite quantité 
(acide fixe, une forte proportion @acides volatils : propionique. 
butyrique, valérianique. Leur atlaque des mati¢res albuminoides 
produit aussi de PHS, indol. phénols, amines. leucine. tyrosine, 


1. Cette variété lactique de Coce. nerfatens semble plus vivace que la pre- 
micére., Elle est plus longue (0 wu 8 & 3 uw environ). Elle pousse faiblement a 
20° et un peu dans la gélatine. ENe donne aussi en gélose profonde des colonies 
petites, reguliéres et transparentes, mais beaucoup moins de gaz fétides. 

2. Cette espece occasionne donc une coagulation lente du lait. 

3. H. Tisster ct Marrenty, Recherches sur la putréfaction de la viande de 
houcherie, Ann. de Udnst. Pasteur, déc. 1902, et H, Trsster et P. Gascaine, Fer- 
mentation du lait, Ann. delinst. Pasteur, aovt 1903. 
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ammoniaque, ele, Ges especes réunies. ensemeneées en masse 
dans des ballons contenant de la viande stérilisée ou du blane 
(Poeuf, dans lesquels on a fait le vide. détruisent complétement ces 
matiéres albuminoides et causent une véritable putréfaction., 
Elles produisent le meme effet dans le tube digestif, car Vanalyse 
chimique (une selle du 3° jour montre qu il existe de Hes. de 
Vindol, des phénols. une petite quantité de peptone, de la 
leucine et de la tyrosine, ce que cette analyse ne peut montrer 
ans le méconium de la phase aseptique, 

Ainsi, dés les premiéres heures de la vie, le tube digestif 
est envahi par les microbes ordinaires de la putréfaction. et il 
sy ébauche, tout au moins. un véritable processus putride. 

Si nous tenons compte maintenant du pouvoir pathogene de 
certaines de ces espéces. nous voyons que leur présence dans 
Vintestin est certainement nuisible pour un organisme dont les 
défenses ne sont encore qu imparfaitement établies. Elles 
causent un élat anormal, si on le compare a celui dun enfant en 
pleine croissance. dont la selle ne posséde plus ces propriétés 
protéolyuques. Elles causent une véritable infection, puisque ces 
meémes especes ne se rencontreront plus dans la suite que dans 
des états nettement pathologiques. 

Quelles sont maintenant les défenses naturelles opposées 2 
cette cnfection et comment Torganisme du nouveau-né ya-t-il 
pouvoir s en débarrasser? Tout d’abord, le milieu intestinal n'est 
pas favorable & son installation définitive. Au début, ilne contient 
pas de peptones. ni substances albuminoides en dehors des cel- 
lules épidermiques de la débacle épithéliale: if contient une 
erande quantilé Vacides biliaires qui géneront Faction des dias- 
tases et des toxines. En outre, le lait de femme. a cette époque.. 
posséde des propriétés nettement purgatives, il contient plus 
de suere (70 0/00). plus de beurre (50 0/00), et plus de sels 
(3.160 0/00) que le lait du 10° jour. par exemple’. La substance 
albuminoide nest pas de la caséine, mais une subsiance plus 
assimilable, plus voisine du plasma sanguin, la lactalbumine 
et la lactoglobuline. dont les déchets digestifs seront insigni- 
fiants. 

Cet ensemble de circonstances nest done pas favorable a 
l'établissement d’un processus putride durable. Crest ce qui 


4. Simon, Die Frauenmilch, p. 8. Berlin, 1838. 
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explique Vapparition assez rapide de formes de résistance des 
espéces sporogenes. En outre;.Je taux élevé des matiéres 
hydrocarbonées va favoriser le développement d'un ferment 
mixte peptolytique tres puissant, le Bac. 6ifidus, dont laction 
acidifiante causera rapidement larrét, puis l’élimination rapide 
de toutes ces especes de la putréfaction. 

Etudions maintenant le réle physiologique des microbes de 
la flore habituelle de Cenfant dgé de plus ded jours. Les. 
différentes bactéries qui la constituent possédent les propriétés. 
chimiques suivantes : 


Bac. bifidus : Ferment acide trés actif des sucres : glucose, lactose 1, sac— 
charose. Donne de l’acide lactique inactif et, comme acide volatil, unique- 
ment de l’acide acétique. Acidité d’arrét dans milieux glucosés ou lactosés. 
= 4,90; dansles milieux saccharosés = 3,43. — N’attaque que les protéoses 
en donnant ammoniaque sans production d’indol, d’H?S, de phénol et d’acides 
gras. J] détruit compléetement l’urée. — Pas pathogéne. 

Bact, coli (v. commune) : V. plus haut, 

(V. typhimorphe); Ferment acide du glucose, attaque trés faiblement le 
lactose sans coaguler le lait, n’attaque pas le saccharose, Acidité darrét = 
4,96. N’attaque que les protéoses en donnaut des traces dindolet ammoniaque. 

(V. communior) trés rare. Méme action chimique, Acidité d’arrét = 1.96, 
mais atlaque le glucose, Je saccharose et le lactose. Donne trés nettement 
de Vindol. 

Bact. lactis aerogenes et Enterocoque : V. plus haut. 

Bac. acidophilus : Ferment acide du glucose, lactose, saccharose. Acidité 
d’arrét. = 3,43. Lactose restant dans le lait coagulé = 25 8r,15. — N’attaque 
que les protéoses en donnant de !’ammoniaque, mais pas d’indo! ni phénol. 


Altaque lurée. — Pas pathogéne. 
Bac. exilis: Ferment acide du glucose, lactose, saccharose. Acidité d’ar- 
rét = 2,45. Lactose restant dans le lait coagulé : 32 st,71. — N’attaque que 


les protéoses sans donner d’indol, @’H?S et de phénol. Attaque l’urée. — Pas 
pathogéne, 


Chez lenfant au sein, Vaprés ce que nous avons dit plus 
haut, il n’existe, & proprement parler, qu'une seule espéce. Elle 
domine tellement le Bact. colt et VEntérocoque que Vaction 
fermentative de ces bactéries est pour ainsi dire négligeable, 


4. Dans notre travail de 1900, nous avons dit que le Bac. biAdus n’attaquait 
pas le lactose, ce qui tient & ce que nous n’avions employé pour ces recherches 
que du lait trés frais stérilisé, contenant par conséquent peu de peptones et ense- 
mencé dans des conditions d’anacrobiose insuffisante. Nous avons pu voir depuis 
qu’un lait plus vieux ayant subi action de ses protéolytiques, scigneusement 
stérilisé et ensemencé dans de bonnes conditions d’anaérobiose, est toujours 
coagulé par le Bac. bifidus. 
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comparativement & la sienne. Cette bactérie est le Bac. bifidus. 
anaérobie strict, ferment mixte peptolytique. Dans son action 
sur les sucres il ne produit aucun de ces acides tres volatils. 
(odeur forte, comme les acides butyrique et valérianique. I] 
ne donne pas de gaz. Dans son attaque des peptones il ne 
donne aucun produit nuisible comme Vindol et les phénols. I 
détruit méme les produits de la désintégration organique comme 
Vurée. En outre, il nest pas pathogéne. L’action de cette 
espéce nest done pas nuisible. Elle est méme trés utile & lor- 
ganisme, si nous envisageons ses propriétés empéchantes. Le 
Bac. bifidus s oppose. en effet, & Penvahissement du tube 
digestif par les espéces anormales et les empéche de s’aceli- 
mater, en donnant une quantité d’acide supérieure a lacidité 
Warrét de chaecune d’elles et en leur enlevant toutes les 
substances, résidu de la digestion, comme les protéoses, néces- 
saires a leur existence. On comprend pourquoi une parcelle de 
ces sortes de selles ensemencée dans des tubes contenant du 
-bouillon ord. et du blanc d’ceuf stérilisés ne provoque aucune 
destruction de la matiére albuminoide que lon ait, fait le vide 
ou non. : 

Mais si les fermentations intestinales sont réduites & leur 
minimum et par conséquent de peu dimportance chez l'enfant 
au sein, il n’en est pas de méme chez Venfant au biberon. 
Dans ce dernier cas, les déchets nutritifs sont plus abondants, 
erace & la nature et & la quantité de la matitre albuminoide 
contenue dans le lait de vache. Ils ne contiendront pas que des 
peptones, mais un résidu caséeux abondant, qui donne cet 
aspect de mastic aux selles de ces nourrissons, et enfin il con- 
tiendra moins de sucre et moins de matiéres grasses saponi- 
fiées. Le Bac. bifidus ne pourra done pas se développer dans 
un pareil milieu aussi facilement que chez Venfant au sein. 
Son action d’arrét sera moindre, ce qui permettra aux autres 
ferments mixtes peptolytiques de se développer aussi abondam- 
ment que lui, et méme & certains ferments mixtes protéoly- 
tiques (comme le. staphylocoque), de s’acclimater définitive- 
ment, C'est ce qui explique le pouvoir protéolytique qu ont 
quelquefois ces sortes de selles et la présence de certaines sub- 
stances comme I ’indol, les phénols, les acides volatils butyrique, 
valérianique, ete., qui n’existent pas ou ne sont qua Pétat de 
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traces chez l'enfant au sein. Le développement microbien est 
done bien moins inoffensif chez enfant au biberon et s oppo- 
sera moins bien aussi aux infections diverses. 

Kn résumant ce qui précéde, nous pouvons dire que le 
produit des fermentations intestinales ne parait pas servir & la 
nutrition du nourrisson, mais les microbes qui les causent ne 
sont pas inutiles. puisqwils servent de moyen de protection. 
Chez Cenfant au sein, surtout, la flore intestinale inoffensive 
et empéchante est donc en harmonie parfaite avec le dévelop- 
pement de Vorganisme. . 

Telles sont. en résumé, les recherches concernant la flore 
normale dans notre travail de 1900. 

Nous navons fait qu’y ajouter certains détails au sujet des 
microbes du méconium et des propriétés chimiques des bac- 
téries de la flore habituelle. 

Depuis cette époque. Cahn ', puis Escherich*, ont fait paraitre 
des mémoires confirmant nos recherches. Me Tsilinsky * a cons- 
taté certaines differences entre les selles méconiales des nour- 
risons & Paris et& Moscou. Elle anotamment décrit des especes 
thermophiles pouvant exister, trés rarement il est vrai. chez 
Venfant au sem. Ce ne sont que des espéces de passage. 
Rodella* a décrit 3 especes sporogénes obtenues aprés chauf- 
fage & 80°, quil désigne sous les nes fT. IL et THE et qual aurait 
rencontrées chez le nourrisson dans la période méconiale et 
méme dans la flore habituelle. Nous mavons trouvé. jusqu ici. 
que le bacille TH. et,-dans les selles enfants Aagés de plus de 


41. Centralbiatt. fiir Bakt. Ba. XXX, n° 19,4901. 

2. Kotte et Wassermann. Handbuch der. Path. Microorg, livraisons 7 et8. 

3. Ann. de l'Institut Pasteur, 1903, p. 218. 

t. Zeitschrift fiir Hyg. Bd. XXXIX, p. 201, et méme revue, Bd. XLI, p. 466. 
4902. Dans ce dernier travail, ?auteur dit qu’en ajoutant 4/2 4 4 ¢. c. de selles 
de nourrisson &6 a 8c. c. de lait stérilis¢, on obtient aprés 28 & 48 heures 
Wétuve une peptonisation complete do la caséine. Ul altribue cette action protéo- 
lytique aux microbes de la flore normale. 

Nous devons faire remarquer qu’il est impossible d’obtenir une action semblable, 
en ensemencant danas un lait stérilisé les bactéries normales de Vintestin méme 
en y ajoutant les espéces protéolytiques les plus puissantes que l’on connaisse, 
carles ferments mixtes: Bac. bifidus, Bact. coli, Entérocoque, attaquant le lactose, 
auront vite produit une acidité d’arrét suffisante pour arréter la peptonisation 
commencée, Comme nous Vavons dit dans notre travail sur le lait, il faut que 
des espéces plus élevées, comme les levures ou les champignons; aient détruit 
acide pour que la peptonisation puisse se continuer: et deyenir,compléte, ce 
qui ne peut sé faire en 48 heures. 

Il faut done chercher une autre explication a cette action protcolytique: Nis 
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4 jours. aucune espece peptonisante autre que celle que nous 
avons déerite chez Penfant au biberon. 

Nous pouvons étudier maintenant la Reéparrrrion pes MICROBES 
DANS LES. DIFFERENTES PARTIES DE L INTESTIN. 

Pour faire ces recherches, nous nous sommes heurtés dX de 
grandes diffieultés. H nous a été impossible de faire des préli- 
vements sur des cadavresd’enfants au sein.tellementla mortalité 
est rare dans cette varicté de nourrisson. Nous avons dt limiter 
notre étude aux enfants alimentés au lait de vache. Nous avons 
évité. autant que possible. de prendre des sujets ayant suecombeé 
a des accidents de gastro-entérite. Notre étude a porté sur des 
nourrissons, agés de LO 215 mois, morts de maladies générales 
ou Watfeetions des voies respiratoires, et pourtant dans ces cas 
il est rare que nous nayons pas trouvé de complications intes- 
tinales révélées par la présence d’espéces anormales. Nous 
laisserons cependant de coté ces derniéres pour borner nos 
recherches aux bactéries habituelles. 


Estomac. —Le liquide préleyé est trouble. louche. tenant en 
suspension des flocons de caséine et de réaction nettement 
acide, L’examen microscopique yrévele peu de bactéries : diplo- 
coques. coccobacilles et quelques rares bacilles gréles. Les ense- 
mencements nous monirent que ces especes sont: le Bac. exits, 
VEntérocoque et le Bact.col: (v. commune). Dans un cas nous 
avons noté une espéce rappelant le Bae. bifidus., mais il nous a 
été impossible de Visoler. 

Duodénum. — Liquide louche. épais, filant. jaune verdatre et 
de réaction légérement acide. I ne contient que trés peu de 
microorganismes, beaucoup moins encore que dans Vestomac. 

Les formes dominantes sont des diplocoques et des coecoba- 
cilles. Un examen minutieux nous révéle encore de rares 
bacilles gréles et de trés raves diplobacilles & extrémitds effilées. 
Les cultures indiquent que les espéces anaérobies facultatives 
sont en grande majorité et. & coté de nombreuses colonies 
de Bact. coli et V Entérocoque.on peut trouver le Bac. exilis. le 
Bact. lactis aerogenes le Bac. acidophilus et ives difficilement 
une ou deux colonies de Bac. bif'dus, anaévobie strict. 

Jéjuno-Héon. — Matiéves jaune-clair, molles, sans odeur, 
trés légerement acides. Les microorganismes augmentent sen- 
siblement. mais ce sont toujours les formes rondes ou eoecoba- 
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cillaires qui dominent. Les bacilles sont plus nombreux et les 
formes bifurquées ne sont pas rarés. On peut isoler le Bact. coli 
le Bact. lactis aerogenes, \ Entérocoque. Vl existe des colonies 
plus nombreuses de Bac. exilis et de Bac. acidophilus. Mest 
alors facile Vobtenir le Bac. bifidus. 

Caecum. — Matiéres consistantes, souvent solides, de colo- 
ration jaune plus foneée, de réaction trés faiblement acide. Las- 
pect.microscopique est.tout & fait différent des préeédents. Les 
bacilles dominent nettement, sauf dans les cas de réaction diar- 
rhéique, Les ensemencements réyélent que les bacilles anaé- 
robies stricts sont en quantité plus erande que dans liléon. 

Rectum. — Selles épaisses, d'un jaune terne. ayant laspect 
du mastic. La réaction est neutre ou trés faiblement acide. Les 
microorganismes atteignent alors leur: nombre maximum. On 
Eaneoniee toutes les espéces indiquées précédemment. Aucune 
elles n'est prédominante. comme c'est le cas chez tous les 
nourrissons au lait de vache. Nous savons que chez lenfant au 
sein, ce sont les anaérobies qui dominent presque exclusive- 
ment. 

Tels sont les résultats de nos recherches sur des cadavres 
enfants morts de maladies autres que celles du tube digestif. 
Mais.comme nous l'avons dit.nous avons presque toujours trouvé 
des espéces anormales, indice de troubles gastro-intestinaux 
secondaires. Ces infections surajoutées pouvaient trés bien avoir 
changé la répartition des microbes normaux. Il nous a done fallu 
compléter nos recherches en faisant laméme étude surdes ani- 
maux en lactation. Nous avons naturellement pris des animaux 
dont la flore intestinale se rapprochait le plus possible de celle 
de Venfant, comme le jeune chien ou le jeune chat. Nous avons 
pu alors facilement étudierla répartition des microbes du méeo- 
nium et des selles normales habituelles. 

Les microbes du. méconium sont les mémes chez ces ani- 
maux et chez lenfant, mais ceux des selles de lait sont un peu 
différents. Chez le chien, par exemple, la phase de transfor- 
mation de la flore est plus longue et moins nette. I reste dans 
les selles habituelles des bactéries du méconium. et le. Bac. 
bifidus, quoique le plus nombreux. n’est pas aussi nettement 
Vespéce dominante; ce qui tient, sans doute, & ce que cet ani- 
mal s‘infecte fréquemment et mange de trés bonne heure comme 


~ 
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le chien adulte. Vers le 45¢ jour. on trouve par ordre de fré- 
quence : le Bae. bifidus., le Bac. acidophilus, le Bac. exilis, 
le Bact. coli, VEntérocoque. quelques rares échantillons de 
Bac. perfringens, de Bac. II de Rodella et WVautres espices 
anaérobies encore d létude. 

Examinons maintenant la répartition des méerobes du méco- 
nium chez un jeune chat ou un jeune chien : 

Dans l'estomac, nous trouvons de nombreux cocei et quel- 
ques rares cocco-bacilles; mais dans le duodénum, ces microor- 
ganismes, loin de diminuer, augmentent plutot. Cette augmen- 
tation continuera régulitrement jusqu’au rectum, <Ainsi, la 
rareté des germes que nous avons notée dans le duodénum des 
enfants de 10 mois, n’existe done pas chez les animaux dans 
les 24 premiéres heures qui suivent la naissance. Mais & partir 
le cette époque. on note une diminution tres nette des microor- 
ganismes dans cette partie de Vintestin et vers la 48° heure 
aspect microbien est le méme que chez le nourrisson de 
10 mois. 

Cette diminution est’ également sensible dans l’estomac, 
quoique moins marquée que dans le duodénum et le jéjunum ; 
elle coniraste méme avec augmentation relative des microbes 
dans le cecum et le recium. Il semble done quil s'est produit 
dans les premiéres voies digestives, entre la 24° et la 48° heure, 
une sécrétion empéchante, tendant & les rendre stériles. Quant 
& la nature de ces germes, nous voyons que les bactéries 
anaérobies facultatives dominent dans l’estomac, le duodénum 
et le jéjunum, tandis que dans Viléon et le gros intestin, ce sont 
les anaérobies stricts : Cocco bac. perfetens, Bac. III de 
Rodella, Bac. perfringens. 

Plus tard, ehez des chiens de 15 jours nourris par la mére, 
les microorganismes se répartissent de la fagon suivante : 

Estomac : liquide louche, blanchatre, de réaction franche- 
ment acide. Au microscope, peu de bactéries. Les coccoba- 
cilles, puis-les diplocoques, dominent nettement (Bact. col?, 
Entérocoque). A coté, quelques rares bacilles (Bac. extlis, Bac. 
acidophilus), des petits bacilles gréles & spores tres: rares 
(Bac. IIT de Rodella), et quelques diplobacilles a exirémités 
effilées plus rares encore (Bac. bifidus). 

Duodénum : matibre blanc jaunatre, de réaction légerement 
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acide. Les microorganismes sont extrémement rares. L’examen 
microscopique ne montre que quehques diplocoques. II faut faire- 
des’ ensemencements trés larges pour retrouver les) mémes 
bacilles que dans l’estomac. 

Jejuno-Iléon : matiére jaune dor, de réaction faiblement 
acide. Les bactéries semblent un peu plus nombreuses. Les 
diplocoques et les coccobacilles sont en nombre égal aux formes 
‘bacillaires. 

Gros intestin : matibre jaune foncé, noiratre, a réaction 
neutre. Les examens montrent alors que les formes bacillaires 
dominent trés nettement. Les tubes de culture indiquent que 
les bactéries anaérobies strictes sont de beaucoup les plus nom- 
breuses et parmi elles le Bac. difidus. Chez le chien, il existe. 
en effet, @autres espéces anaérobies strictes dont nous n’avons 
pas parlé, car on ne les trouve pas chez le nourrisson normal. 
Ce sont le Bac. perfringens. certaines variétés de Bac. buty- 
riques, des coccobacilles naviculaires gardant la coloration par 
la méthode de, Gram, etc. Quil nous suffise de dire que ces 
bactéries ne se trouvent en plus grand nombre que dans le gros 
intestin. 

Si nous résumons. maintenant. les faits que nous venons 
d’énoncer, en complétant les résultats obtenus sur les cadavres 
WVenfants par ceux que nous ont donnés les prélévements chez 
les animaux, nous pouvons en tirer les conclusions suivantes : 

Les microbes formant la flore intesiinale du nourrisson. 
telle que nous lavons décrite. peuvent étre isolés dans toutes 
les parties du tube digestif; mais ils ne se répartissent pas en 
nombre égal dans chacune de ces parties. Leur nombre varie. 
Wabord, suivant la portion de Vintestin examiné. 

Peu nombreux dans lVestomac, ils deviennent tres rares 
dans le duodénum et les premiéres parties de Vintestin gréle. 
pour augmenter progressivement dans Viléon, le cecum et le 
rectum, ott ils. alteignent leur nombre maximum. La cause de 
cette premiére variation provient de Vexistence dans le duodé- 
num Mune action stérilisante, longtemps soupconnée. aujour- 
(hui démontrée |. 

Cette action ne se produit pas immeédiatement apres la 


J). DeLezenne et Nicouue, cités par M. Metehnikolf. Les mierobes intestinaux, 
Revue du Bulletin de UInstitut Pasteur, t. 1, ne 6 et ne 7, 
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naissance, mais seulement de la 24° d la 48° heure chez le jeune 
chien et le jeune chat. 

En outre. ces bactéries ne se présenient pas dans une sym- 
biose identique dans toutes les parties de Vintestin. Elles sem- 
blent au contraire pulluler chacune & leur tour. En allant de 
VPestomae au rectum. on les trouve prédominantes dans lordre 
suivant: Bact. coli et Bact. lactis aerogenes, Entérocoque. 
Bae. extlis, Bac. acidophilus, Bac. bifidus. Daprds ce que 
nous avons dit de leurs propriétés hiologiques etde leurs actions 
chimiques, notamment sur les sucres, nous yoyons que dans 
Pestomac se trouvent surtout les espéces les moins sensibles a 
Voxygtne et les ferments les plus faibles. tandis que dans le 
rectum ce sont les anacrobies stricts et les ferments les plus. 
forts. Elles se disposent done dans le tube digestif et y prédo- 
minent dans Vordre de leur sensibilité & Voxygéne et dans 
Vordre de leur puissance fermentative. En effet, dans ’estomac 
et le duodénum, il existe des traces d’oxygene apportées par les 
aliments, les séerélions glandulaires, le sérum sanguin, qui ne 
_seront résorbées que vers le milieu de Uintestin gréle. C’est ce 
qui explique que des ana¢robies facultatifs, qui dans le cas qui 
nous occupe sont des ferments faibles. pourront s'y développer 
plus facilement que les ana&érobies stricts. Mais dans le gros 
intestin, le milieu est également favorable pour toutes ces bac- 
téries. anaérobies strictes ou facultatives, ce seront done les 
ferments les plus forts qui deviendront prédominants, lorsqu ils 
pourront exercer toute leur activité fermentative comme c est 
le eas du Bac. bifidus chez Venfant au sein. Les actions 
empéchantes qui résulteront de son action chimique iront donc 
en augmentant de Vestomae au rectum. Chez le nourrisson 
au biberon. cette action ne pouvant se développer aussi bien 
& cause de la constitution chimique différente du milieu, cette 
bactérie anaérobie stricte ne sera pas plus prépondérante 
que les autres. son pouvoir empéchant étant moins considé- 
rable. 

(yest done a ces trois ordres de causes: action stérilisante 
des sécrétions duodénales, oxygénation plus ou moins, grande 
du milieu, activité fermentative plus ou moins forte des bac- 
féries, quest due la répartition des microbes dans Vintestin 


du nourrisson. 


SUR LA DETERMINATION QUANTITATIVE 


DU COLIBACILLE 
DANS LES EAUX D’ALIMENTATION 


Par re D' ALBERT GAUTIE 


Préparateur & la Faculté de médecine de Toulonse. 


Pendant longtemps les hygiénistes ont émis, sur la présence 
du Bacterium coli dans les eaux de boisson, des opinions tout 
a fait opposées. Les uns, prétendant que ce microbe était ubi- 
quitaire, n’attribuaient & sa présence aucune signification: les 
‘autres, au contraire, le considérant comme un indice certain de 
contamination par des matiéres fécales, déclaraient impropres 
4 lalimentation toutes les eaux qui le renfermaient. 

Entré ces deux opinions contradictoires et également exagé- 
rées, il y a place pour une troisiéme qui nous semble devoir 
étre acceptée sous peu par la majorité des bactériologistes : ce. 
nest pas tant la présence du B. co/z dans une eau qui est impor- 
‘tante, mais c’est son abondance ou sa rarelé. Cette opinion 
(ailleurs est soutenue aujourd'hui par des maitres éminents et 
c'est celle que derniérement professaient M. R. Koch et ses col- 
laborateurs & Office sanitaire impérial d’Allemagne, aprés 
avoir constaté combien il était difficile de déceler le bacille 
typhique dans Veau, & cause de sa grande rareté dans ce 
milieu '. 

On ne peut pas considérer en effet de la méme fagon deux 
eaux qui renferment lune et Vautre le colibacille, mais dont il 
faut prendre 1 litre pour le mettre en évidence dans la premiére, 
tandis quil suffit de 1 centimetre cube ou méme de quelques 
gouttes seulement pour la seconde. Nous estimons aussi que si 
Ton voit augmenter dans de grandes proportions ce microbe, 
dans une eau ot il était habituellement en petite quantité, ce 
fait a presque autant dimportance que lorsqu il apparait tout a 
coup dans dé Peau ot il n’existait pas auparavant. La recherche 
‘du B. coli présente done toujours un grand intérét pratique, 


4. Tataynacu, La lutte contre la fiévre typhoide (Compte rendu d’une mission 
en Allemagne), Archives de méd. et de pharm. militaires, 1903, t. XLII. 
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mais il ne suffit plus de le déceler dans une eau d’alimenta- 
tion, il faut encore savoir en quelle quantité il s’y trouve. 

MM. Peiruschky et Pusch, en Allemagne. ont déja publié le 
procédé quils emploient pour effectuer ce dosage *. Nous pré- 
férons, pour notre part, nous servir de la méthode de M. Péré 
dont nous avons pu depuis longtemps apprécier la valeur, par 
les excellents résultats quelle a toujours donnés ‘au laboratoire 
Whygiéne de (Université de Toulouse, soit & M. le professeur 
Guiraud, soit & nous-méme. 

On sait que le principe de la méthode consiste & additionner 
Veau suspecie dune petite quantité de bouillon peptone pour la 
transformer en milieu nuiritif, et dune proportion déterminée 
Wacide phénique pour mettre obstacle a la pullulation d'un 
grand nombre de germes saprophytes. sans nuire au dévelop- 
pement du B. coli ou des espéces voisines. 

La technique est la suivante : 

4° Verser dans un matras, préalablement stérilisé, 100 c. c. de l'eau a 
analyser, ajouter 15 c. c. de bouillon peptone ordinaire et 2c. c. de solu- 
tion phéniquée & 5 0/0. Mettre a l’étuve a 379; 

20 Dés que le trouble se produit, c’est-a-dire de 12 a 30 heures aprés, 
ensemencer avec 1 ése de ce liquide ou 1re génération, 2 tubes : le 4er conte- 
nant 8 c, c. de bouillon peptone ordinaire, le 2¢ contenant 8 c. c, du méme 
bouillon, mais additionné de 4 gouttes de solution phéniquée & 5 0/0 (soit la 
proportion de 1 goutte de solution pour 2 c. c. de bouillon, en se servant 
dune pipette qui donne 25 gouttes de solution phéniquée au centimétre 
cube) ; 

30 Mettre ces 2 tubes & l’étuve a 379 et les y Jaisser 6 heures seulement ; 

40 Au bout de 6 heures, que le liquide soit trouble ou non, ensemencer 
avec 1 ése du tube phéniqué, on 2¢ génération, 2 autres tubes, l'un de 
bouillon ordinaire, l’autre de bouillon phéniqué. Mettre a Pétuve et attendre 
que ces bouillons soient troubles ; 

50 Cette 3° génération sera ensemencée sur des boites de gélatine ou de 
gélose nutritive pour obtenir Visolement du B. coli ou des espéces voisines, 
On procédera ensuite a l’identification par la culture sur les divers milieux 
employés dans ce but. 

Nous suivons bien cette technique, mais au lieu de lappli- 
quer 4 100 c. c. d’eau seulement, nous opérons sur des volumes 
décroissants, allant de 100 c. c. & 1 goutte, et que nous addi- 
tionnons toujours de quantités d’acide phénique proportion- 
nelles aux quantités de liquide. De 100 c¢, c. a 10 c. ¢., nous 


1. Zeitschrift fir Hygiene. 1903, t. XLII, p. 304. 
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faisons de méme pour les quantités de bouillon ajoutées a Ueau ; 
mais & partir de 10 e. €. nous mettons toutes les quantités 
deau dans 4c. ¢. de bouillon, de fagon & avoir un volume de 
liquide suffisant pour permettre d’apercevoir avee facilité s'il 
se produit un trouble ou si le milieu reste clair. 

De plus. pour chaque volume d’eau et suivant son impor- 
tance, c’est sur un échantillon double ou triple que nous fai- 
sons porter analyse, En voici la raison’: Comme il est trés 
certain que dans un volume d'eau déterminé, les colibacilles 
ne sont pas uniformément répartis. si on constate. par exemple, 
que ces germes existent dans un matras renfermant 20 ¢. c¢. 
eau. cela ne suffit pas pour établir la teneur de cette eau en 
B. coli. \\ peut trés bien arriver en effet que 20 autres c. c. du 
méme liquide ne le renferment pas. Mais si dans les 2 matras 
contenant le méme volume, on constate un trouble produit par 
ce microbe, on a de ce fait, sinon la certitude absolue, du moins 
une probabilité trés grande de connaitre la teneur exacte en 
B. cold. Sans attacher une énorme importance 2 cette fagon de 
procéder, nous croyons cependant quelle est susceptible de 
diminuer les causes (erreur et par suite de donner a la 
inéthode plus de précision. 

Le tableau suivant permetira de se rendre bien compte de 
la série dopérations 4 effectuer et des quantités d@eau. de 
bouillon et d’acide phénique qui doivent se correspondre, 


Récipients renfermant chacun : Eau. Bouillon Solution phéniquée 
peptone, 45 0/0. 

SMALE RS a ceuckees eG eto eae 400 .c.¢. 45 c. ¢. QC Gs 

TL 25 a aan aoa ree SUies ce. arcs c, 40 gouttes. 

PI ME a ce A el cep 50 Gch <eescoS. “aeoultes (ices): 

FM Om hae barren oR 20. GuGe oeGarG. 10 gouttes, 

AMUN eSTATeSS Ale aa ak (Vcr C.ce 4d CoCCD eo. eoutLes, 

30 Seay pA dare) ace A Cu Cs a eck 2 goultes. 

3 Sos Ss ahr Tuner 20 goulles. 4c, ¢. 2 gouttes. 

3 SAE OS aoe 40 gouttes. 4c. ¢. 2 gouttes, 

3 Soham OM eins 5 gouttes. 4¢. ¢. 2 gouttes, 

hte es Ms tthe, we 4 goulle, 4c. ¢. 2 gouttes, 


Nous devons ajouter que ce tableau nest donné qua titre 
de simple indication et qu'on pourra, suivant les cireonstances, 
augmenter ou diminuer le nombre des opérations. On pourrait. 
par exemple, prendre des volumes supérieurs & 100 ¢. ¢...0u 
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bien, au contraire. pour une eau trds  polluée, soumetire a 
lanalyse des fractions de goutte. Il suffira dans ce cas de 
diluer une goutte de cette eau dans un nombre déterminé de 
gouttes @eau stérile. 

Généralement. les opérations portant sur 100 ¢. ¢.. 10 ¢. ¢.. 
1c. c. et 1 goutte seront suffisantes pour renseigner le bacté- 
riologiste sur une eau dont il ne pourra faire qu'une fois lana- 
lyse. Mais si, au contraire, on veut suivre pendant une longue 
période les variations d'une eau au point de vue de sa teneur 
en colibacilles. il sera préférable dopérer sur toute la série 
que nous indiquons. 

Par cette méthode. Vhygiéniste obtiendra avec une exacti- 
tude suffisante un élément d’appréciation d'une grande impor- 
fance pour établir les conclusions @une analyse deau. 


ERRATUM 


Dans le mémoire de MM. Abba et Bormans, paru dans le numéro precédent, 
il faut corriger ainsi qu'il suit : 

Page 51, ligne 25. Au lieu de 10 0/0, lire 1 0/0. 

Page 52, ligne 22. Apres « le docteur Volpino », ajouter : « qui les ayait 
signalés ayant le docteur d’Amato ». 

Page 54, ligne 5. Au lieu de 10 0/0, lire 1 0/0, 


Le gérant : G. Masson. 


Sceaux, — Imprimerie Charaire. 


AY ae 


Annales de Institut Pasteur. 


V. Roussel, del. & Lith. 


Vol. XIX. PL. W. 


(Mem.Thiroux.) 


inp £.Latontaine,Paris . 


